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Klassifizierung von Kulturhefen 
mit Hilfe des Cytochromspektrums. 


Von 
Hermann Fink. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Mitteilung aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1932.) 


Wenn man bei der Unterscheidung von Kulturhefetypen von 
den mannigfaltigen morphologischen und rein biologischen Diffe- 
renzierungsmoglichkeiten, die mehr oder minder zuverlissig und 
deutlich sind, absieht, so besteht noch eine Reihe von Unter- 
scheidungsmerkmalen, die sich auf biochemischer oder enzyma- 
tischer Grundlage aufbauen. Eine scharfe Grenze zwischen den 
beiden Moglichkeiten la8t sich aber natiirlich schwer ziehen. 

Die von alters her bestehende Einteilung der Bierhefen in 
obergarige und untergirige rihrt von dem verschiedenen Girungs- 
bild her. Wahrend die Unterhefen sich im Innern der Girfliissigkeit 
und unter Bildung eines Bodensatzes entwickeln, steigen die 
obergirigen Hefen in der Phase der Hauptgirung an die Ober- 
fliche des Bieres, um nach einiger Zeit durchzufallen und dann 
erst einen Bodensatz zu bilden. 

An erster Stelle ist bei den biochemisch-enzymatischen Kri- 
terlen wohl zu nennen die Fahigkeit, gewisse Zuckerarten zu 
vergaéren oder nicht zu vergiren. Kine der altesten Methoden zur 
Unterscheidung von Kulturhefen ist das von A. Bau") beobachtete 
verschiedene Verhalten gegeniiber dem Trisaccharid Raffinose. 
Wihrend Unterhefen Raffinose vollstindig zu vergiiren vermégen, 
vergéren Oberhefen nur 4/, davon, naémlich den Fructoseanteil 
und lassen die Melibiose ungespalten und unvergoren zuriick. 
Diese Methode hat in verschiedenen Ausfiihrungen auch in der 
Praxis der Gérungsgewerbe Eingang gefunden. 

Spiter hat O.Meyerhof?) in seiner bedeutsamen Arbeit 
iiber den EinfluB des Sauerstoffs auf die alkoholische Girung der 





1) Ztschr. f. Spiritus-Industrie 18, 372 (1895). 
*) Biochem. Z. 162, 43, 50, 55 (1925). 
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Hefe gezeigt, daB eine deutliche Verschiedenheit zwischen den 
PreBhefen und den Brauereiunterhefen in bezug auf den Stoff- 
wechsel und seine Umstellbarkeit und speziell in bezug auf den 
EinfluB des Zuckers auf die AtmungsgréBe besteht. Die Atmungs- 
erdBe von PreBhefe und Brauereiunterhefe, gemessen in ver- 
diinnter Kaliumphosphatlésung, ist kaum verschieden. Fiigt man 
aber Traubenzucker zu, so tritt bei der PreBhefe eine ungeheure 
(8--12fache) Steigerung der Atmung ein, waihrend die Atmungs- 
créBe der Unterhefe nur unbedeutend (auf das 1—2fache) erhdéht 
wird. Nach steigender AtmungsgréBe in Zuckerphosphatlosung 
geordnet ergab sich fiir die wichtigsten Kulturhefen die Reihen- 
folze: Untergirige Bierhefe, Obergiirige Bierhefe, Weinhefe, Backer- 
hefe, Torula (Mycoderma). 

3ei einer Untersuchung, die sich speziell auf im Laboratorium 
rein geziichtete Brauereihefen erstreckte, fanden Trautwein und 
Wassermann}), daB die Atmungsgeschwindigkeit der obergirigen 
Hefen durchschnittlich 77°/, hoher lag, als die der untergirigen 
Hefen. Der erhédhten Atmungsgeschwindigkeit entsprach inter- 
essanterweise eine im gleichen Mae gesteigerte Gargeschwindigkeit, 
wiihrend man nach Meyerhof eine Einschrinkung des Garungs- 
vermogens hatte erwarten mussen. 

Auch das Co-Enzym der alkoholischen Garung zeigt bei den 
beiden Hefetypen ein verschiedenes Verhalten. Fink und Euler?) 
fanden, daB bei der Trockenhefe, hergestellt aus der Unterhefe 
einer Stockholmer Brauerei, das Co-Enzym vollkommen durch 
Behandeln mit Wasser auswaschbar war, wihrend bei der Preb- 
hefe (Oberhefe R) unter gleichen Bedingungen so gut wie nichts 
herausging. 

Kine interessante und einfache Unterscheidung ist mdglich 
auf Grund der verschiedenen Permeabilitét der Zellmembran 
gegeniiber Methylenblau und anderen Stoffen. Fink und Wein- 
furtner’) fanden, daB die Zellen von untergariger Bierhefe, wenn 
man elektrolytfreie Zuckerlésung auf sie einwirken 1aBt und dann 
verdiinnte Methylenblaulésung zugibt, sich in wenigen Minuten 
tiefblau anfarben und dabei abgetétet werden, wihrend bei der 
PreBhefe in der gleichen Zeit nur ein ganz geringer Prozentsatz 
der Zellen gefairbt wird. 


!) Biochem. Z. 229, 128 (1930). 
*) Diese Z. 163, 193 (1927). 
3) Wochenschr. f. Brauerei 1930, 89, 110 u. 121; Diese Z. 195, 215 (1931). 
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n § Die von Jago’) aufgefundenen und spiter von Lange?) 
f- §& Hayduck3), Lecourt*), Mohs), Fuchs*) und anderen stu- 
n dierten ,,Giftstoffe’’ im Getreidemehlen, insbesondere Roggen- 
s- fF iehlen, sind in ihrer abtétenden Wirkung gegeniiber den ver- 
r- fF schiedenen Heferassen ebenfalls sehr verschieden. Die unempfind- 
in lichsten zuerst genannt, ergibt sich die Reihenfolge: Brennerei- 
re hefe, Backerhefe, obergiirige Bierhefe, untergiirige Bierhefe. Auf 
s- fF die Tatsache, daB der Mechanismus dieser Erscheinung in weit- 
nt vehender Analogie zur oben genannten Wirkung des Methylen- 
ig blau und aéhnlicher Farbstoffe steht, ist von uns friiher’) hin- 
n~ fF cewiesen worden. 
r- AuBer diesen gibt es noch eine Reihe von weniger markanten 
Merkmalen, die auf dem ungleichen Verhalten der Heferassen 
m gegentiber verschiedenen Einfliissen wie Zucker-, Alkohol- und 
id Kohlenséurekonzentration in der Giarfliissigkeit, Anwesenheit oder 
on Abwesenheit von Sauerstoff (Liiftung), Temperatur usw. beruhen 
en und weniger zu einer einfachen Charakterisierung geeignet sind. 
Y Diese sollen hier nicht naher beschrieben werden. Ein Teil von ihnen 
it, ist aber fiir die Praxis der Gérungsgewerbe um so wichtiger; ist doch 
iS - auf der geeigneten Anwendung und Variation dieser und anderer 


Faktoren Delbricks gemiales System der ,,natiirlichen Rein- 
en zucht** begriindet. 


r2) Im folgenden soll nun iiber die Unterscheidung und Charakteri- 
fe sierung von Kulturhefetypen durch einfaches Spektroskopieren des 
ch (ytochromspektrums berichtet werden. 


Allgemeines iiber das Cytochrom in Hefezellen. 


Its 

Nachdem schon von H. Fischer*®) und Mitarbeitern Blut- 
ch farbstoff und Porphyrine im pflanzlichen Material aufgefunden 
an worden waren, hat Keilin®) im Jahre 1925, aufbauend auf Arbeiten 
is von Mac Munn?®), das Cytochrom, einen am Mechanismus der 
nn Zellatmung beteiligten Farbstoff, wiederentdeckt und auf seine weite 
nn 


1) Science of art of Breadmaking 1886 u. 1895. 
2) Wochenschr. f. Brauerei 1907, 510. 
ler 3) Wochenschr. f. Brauerei 1907, 673. 
itZ 4) Annales de la Brasserie 1910, 156. 
5) Z. f. d. ges. Getreidewesen 1929, 154. 
6) Wochenschr. f. Brauerei 1930, 171. 
7) Wochenschr. f. Brauerei 1930, 97. 
8) Diese Z. 140, 57 (1925); 144, 101 (1926); 150, 243 (1926). 
*) Proce. Roy. Soc. 98, 312 (1925). 
10) Phil. Trans. 177, 267 (1886); Diese Z. 13, 309 (1889); 14, 328 (1890). 
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Verbreitung im Tier- und Pflanzenbereich hingewiesen. Wegen 
des hohen Cytochromgehaltes erwiesen sich fiir die Untersuchung 
als besonders geeignet einerseits die Fligelmuskulatur gewisser 
Insekten, andererseits die Backerhefe, die, wie Keilin aus dem 
Absorptionsspektrum schloB, viel reicher an Cytochrom sein solle als 
die Bierhefe. In der Backerhefe liegt es unter normalen Verhaltnissen 
in reduzierter Form mit typischem, 4 bandigem Absorptionsspektrum 
vor. Schiittelt man eine Hefesuspension kurze Zeit mit Luft, so ver- 
schwinden die Banden fast vollstindig (oxydierte Form), um nac! 
einiger Zeit, wenn der Sauerstoff in der Suspension verbraucht ist, 
ungeschwiacht wieder zu erscheinen. Das Cytochrom in Hefezellen 
ist dann von Euler, Fink und Hellstr6m!) eingehender unter- 
sucht worden. Von den Ergebnissen dieser letztgenannten Arbeit 
stehen zundchst nur die folgenden in unmittelbarem Zusammen- 
hang mit unserer weiteren Betrachtung. In einer Stockholmer 
Bickerhefe (Oberhefe R) war die selektive Absorption der redu- 
zierten Form des Cytochroms starker ausgepragt als in einer Unter- 
hefe (St. Ericksbryggerie), obwohl in bezug auf den Hamochromo- 
gengehalt im Pyridinextrakt kein nennenswerter Unterschied vor- 
handen war. Die beiden Hefen differierten aber nicht nur in der 
Starke des Cytochromspektrums, sondern auch in der Art des 
gemesseren Spektrums, was sowohl visuell, wie auch durch spektro- 
photographische Aufnahmen und deren Auswertung mit einer 
lichtelektrischen Methode belegt werden konnte. 

In der vorliegenden Arbeit wurde nun bei einer Reihe von 
Hefen, insbesondere bei Hefen der Girungsgewerbe, sowohl unter- 
giirigen wie obergaérigen Brauereihefen, ferner Weinhefen, Brennerei- 
hefen, PreBhefen das Cytochromspektrum in seiner reduzierten 
Form studiert, mit der Absicht, auf diese Weise zu einer Klassi- 
fizierung der Kulturhefen zu gelangen. 

Dann dehnten wir unsere Untersuchungen auch noch aut 
einige typische, als Kahmhefen wachsende, wilde Hefen der Arten 
Willia, Pichia, Mycoderma, Torula aus, was im Hinblick auf die 
von K. Shibata?) entwickelten Vorstellungen itber die Bedeutung 
des Cytochroms bei niederen Pilzen von besonderem Interesse zu 
sein schien. Dieser Autor hat aus seinen Versuchen an Schimmel- 
pilzen und Hefen gefolgert, daB die Wirkung des Cytochroms 
weder in einer Sauerstoffaktivierung noch in der Wirkung als 
Wasserstoffakzeptor, sondern wohl in der Speicherung des mole- 


1) Diese Z. 164, 69 (1927); 169, 10 (1927). 
2) Acta Phytochimica 5, Nr. 1, 23 (1930). 
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kularen Sauerstoffs oder, genauer ausgedriickt, in der Regulierung 
des Sauerstoffdruckes am Atmungssystem bestehe. Es enthielten 
nimlich an freier Luft vegetierende Aerobier, wie Schimmelpilze, 
canz Wenig oder gar kein Cytochrom, obwohl sie ebenso stark 
atmen wie Hefen oder aerobe Bakterien, welche submers unter 
erschwerter Sauerstoffzufuhr leben und dementsprechend einen 
sehr hohen Cytochromgehalt aufweisen. Dieser Auffassung nach 
miiBten die Kahmhefen, éihnlich wie das Luftmycel der Schimmel- 
pilze, die auf die Sauerstoffspeicherung verzichten kénnen, einen 
ceringeren Cytochromgehalt aufweisen als die submers lebenden 
Liftungshefen mit ausgeprigtem Atmungsstoffwechsel. 


Zur Methodik. 

a) Spektroskopische Untersuchung der Hefen. Da 
uns die von Kuler, Fink und Hellstrém!) benutzte Apparatur 
nicht zur Verfiigung stand, bedienten wir uns zum Spektro- 
skopieren der Hefen der alteren von Keilin?) angegebenen Me- 
thodik, bei der die Hefe in geeignete Schichtdicke zwischen Objekt- 
trigger gepreBt wird. Als Lichtquelle diente eine elektrische Birne 
von 800 Kerzen, die in einem Holzgehiuse lichtdicht eingebaut 
war. Eine kleine runde Offnung von etwa 2 em Durchmesser lief 
durch eine Mattscheibe einen kraftigen Lichtstrahl] austreten, der 
fir die Untersuchung der Hefe sehr geeignet war. Die Hefeschicht 
wurde unmittelbar vor den Spalt des Spektroskopes gebracht. Als 
Spektroskop benutzten wir das Handspektroskop der Firma Fuess, 
berlin-Steglitz, das auf ein dazu passendes Stativ montiert werden 
konnte. Das Spektroskop?) war mit einer Mikrometerschraube 
ausgestattet, aus deren Werten mit Hilfe einer Kichkurve die 
Wellenléngen in Mikromillimeter zu ermitteln waren. Bei der 
Beobachtung des Spektrums des Hefecytochroms, das normalerweise 
vollstindig in seiner reduzierten Form vorliegt, lieB sich leicht 
jene Schichtdicke herausfinden, bei der die Banden deutlich zu sehen 
varen. Fiir die sehr cytochromreichen PreShefen ist ein lichter 
Abstand der Objekttriger von etwa 2—3 mm, fiir die Bierhefen 
ein solecher von 8—4 mm zu empfehlen. Nach dem Einbringen der 
Hefe zwischen die Objekttriger wartet man einige Minuten, um 
sicher die reduzierte Form des Cytochroms anzutreffen. Zweck- 
maiBig beginnt man mit eimer gréBeren Schichtdicke die Beob- 





Sea Oo 2) a. a. O. 
3) Es kénnen auch andere Hand- oder Taschenspektroskope mit MeB- 
‘kala verwendet werden. 
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achtung und verringert dann allmihlich die Dicke der Hefeschicht 
durch Zusammendriicken der Glaser. Wenn zu der Hefe Zusiitze, 
z. Bb. von Natrium—Hydrosulfit gemacht werden sollten, bedienten 
wir uns einer planparallelen Glaskiivette von genau 5 mm Scheiben- 
abstand. In derselben konnte in Hefesuspensionen auch leicht die 
oxydierte Form des Cytochroms (Verschwinden der Bande) erzeugt 
werden, entweder durch Schiitteln mit Luft bzw. Sauerstoff oder 
am einfachsten durch Zufiigen einiger Tropfen emer 10°/jigen 
H,O,-Losung. 

b) Bestimmung des Cytochromfaktors. Man ist bis 
heute nicht in der Lage, den Gehalt einer Hefe an Cytochrom 
zahlenmaBig anzugeben. Vorschliige in dieser Richtung sind schon 
von Kuler, Fink und Hellstrém, ferner von Shibata?) gemacht 
worden. Fiir die schaitzungsweise Angabe und zum Vergleich 
erwies sich der im folgenden definierte ,,Cytochromfaktor™ als 
recht brauchbar. Eine abgemessene Menge (z. B. 3 ccm) einer 
Hefesuspension von bekanntem Gehalt an abgepreBter Hefe (z. 5. 
15 ¢ Hefe auf das Volumen von 100 cem mit Wasser gebracht) 
kam in die 5 mm-Kiivette. Wir lieBen dann aus einer Mikro- 
biirette unter Rithren Wasser zuflieBen und_ spektroskopierten 
nach einiger Zeit. Die Verdiinnung wurde soweit getrieben, bis 
man die deutlichsten Streifen im Griin (b, ce) des reduzierten Cyto- 
chroms verschwinden sah. (Sollten sie — was allerdings nur aéuBerst 
selten der Fall ist — auf Zusatz einer kleinen Federmesserspitze 
von Natriumhydrosulfit wieder deutlicher werden, so muB nocli 
weiter verdiinnt werden.) 

Da der resultierende Gehalt der Suspension an Hefe leicht zu 
errechnen war, konnte somit ein Schlu®B auf den Gehalt an Cyto- 
chrom gezogen werden. 

Wir bezeichnen im folgenden als Cytochromfaktor den Wert 
100/¢, wobei c = Gramm abgepreBbte Hefe in 100 cem derjenigen 
Suspension ist, in welcher in 5 mm Schicht die Griinbanden es 
reduzierten Cytochroms eben verschwinden. Die geringen Schwan- 
kungen im Wassergehalt, der fiir abgepreBte Hefe etwa 73—76° , 
betriigt, kénnen unberiicksichtigt bleiben. Dickbreiige Hefe wird 
auf Gipsplatten gestrichen und erst nach einigen Minuten ver- 
wendet. Natirlich kénnte man fiir genauere Bestimmungen aucli 
auf gleichen Wassergehalt umrechnen. 

Dieser einfachen Methode der Cytochrombestimmung haften 


l) aca. O. 
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subjektive Beobachtungsfehler an. Dennoch ist sie zum Vergleich 
cut zu gebrauchen. 

Die Werte 100/c sind fiir einige Brauereihefen und Biackerhefen 
in den Tabellen auf 8. 206 und 208 angegeben. Je gréBer der Zahlen- 
wert fiir den Cytochromfaktor ist, desto ausgepriigter ist das 
Spektrum des reduzierten Cytochroms. 

c) Die Atmung der Hefen bestimmten wir mit dem Respiro- 
meter nach O. Warburg.!) Die Hefen wurden in denselben Flissig- 
keiten aufgeschlammt, wie sie O. Meyerhof?) benutzt hat, also 
einerseits in reiner Kaliumphosphatlésung, andererseits in Kalium- 
phosphat—Traubenzuckerlésung. 

d) EKiniges mu8B noch wber die Ziichtung derjenigen Hefen 
mitgeteilt werden, die nicht den genannten giirungstechnischen 
Betrieben entstammen. 


Die Kahmhefen, deren Spektren angegeben sind, wurden auf Feigen- 
most geziichtet, der folgendermaBen hergestellt war: 500 g getrocknete Feigen 
wurden in der Fleischhackmaschine zerkleinert und mit 31/, Liter Wasser 
3 Tage im Eiskasten digeriert. Dann wurde filtriert, das Filtrat mit dem 
gleichen Volumen Zuckerlésung (3 Teile Rohrzucker, 3 Teile Traubenzucker in 
100 Teilen Leitungswasser) und 0,5°/, Alkohol versetzt sterijisiert. Yon dem 
fertigen Most wurden je °/, Liter in groBe, sterilisierte Petrischalen gefiillt und 
dann die Hefen eingeimpft. 

Die Brennereihefen wurden zum Teil in mit Schwefelsiure gesiuerter 
Kartoffelmaische von 20,5°/, Extrakt und py = 3,8 hergefiihrt, zum Teil in 
gewOhnlicher Laboratoriumskartoffelmaische. 

Die Weinhefen, die ebensowenig wie die typischen Brennereihefen zur 
jetzigen Jahreszeit aus den entsprechenden technischen Betrieben zu haben 
waren, ziichteten wir auf steril filtriertem Apfelsaft. Wir danken den Seitz- 
Werken-Kreuznach bestens fiir die freundliche Uberlassung von gréBeren 
Mengen nach ihrem Verfahren steril filtrierten Apfelsaftes. 

Auf die Ziichtungsbedingungen, von denen der Grad des Sauerstoff- 
zutritts im Rahmen dieser Arbeit am wesentlichsten ist, wird bei den einzelnen 
Hefen hingewiesen werden (vgl. Tab. I und II). 

Fir die freundliche Uberlassung von Hefe-Reinkulturen bzw. Betriebs- 
hefen danke ich bestens Herrn Professor Hayduck, Direktor des Instituts 
fiir Garungsgewerbe, Berlin, Herrn Prof. Reindel, Vorstand des Instituts 
fiir landwirtschaftliche Technologie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Verwaltungsstelle Weihenstephan, und Herrn Dr.Schneider, Wien-Ottakring, 
sowie den genannten Firmen. 


Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen. 
Bei der Prifung einer gréBeren Zahl von Kulturhefen ver- 
schiedener Rasse und Herkunft sind wir zu dem Resultat gekom- 
wen, daB man durch spektroskopische Beobachtung des Cytochrom- 


1) Biochem. Z. 100, 230 (1919) u. f. 2) a. a. O. 











904 Hermann Fink, 





farbstoffs zu einer Unterscheidung und Klassifizierung kommen 
kann. Dabei ergibt sich eine Gruppierung in folgende 2 Grundtypen: 

1. Hefen mit dem typischen 4bandigen Spektrum des redu- 
zierten Cytochroms. Als ihr Hauptvertreter unter den im Hande! 
befindlichen Hefen ist die Bicker- oder PreBhefe zu nennen. Wir 
wollen diesen Typus im folgenden als den Backerhefentypus be- 
zeichnen oder, da er den Hefen zukommt, in deren Stoffwechsel 
wiihrend der Propagierung die Atmung im Vordergrund steht, den 
Atmungshefentypus. 

2. Hefen mit unvollstindigem, meist 2bandigem Cytochrom- 
spektrum. Hierher gehoéren als die wichtigsten Reprasentanten die 
Brauereihefen, weshalb wir diesen Typus den Brauereihefentypus 
nennen wollen oder den Girungshefentypus, da bei den zu ihm ge- 
hérigen Hefen die Giarungsfunktion die dominierende ist. 

Die Cytochromspektren, wie man sie im Handspektroskop 
sieht, sollen fiir die beiden Grundtypen durch folgende schema- 
tische Zeichnungen wiedergegeben werden: 
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Cytochromspektrum in Hefen. 










Das Spektrum des Backer hefentypus ist gekennzeichnet durch: 
vier deutlich sichtbare Banden mit der folgenden Lage: 







a) im Orange bei 604 up, 
Die beiden Banden b und ¢ sind deutlich 


“a. : 
b) “2 acca aie S08 pe durch eine Aufhellung getrennt, meist ist ¢ 
c) im Griin bei 549 wu deutlicher als b. 






d) im Dunkelgriin von etwa 532—512 uu. 
Das Spektrum des Brauereihefentypus zeigt meistens nur zwei 
deutliche Banden: 
b + ce) im Grin, breite Bande von 568—444 uu ohne Aufhellung in der 
Mitte, 556 
d) im Dunkelgriin von etwa 534—514 Bf. 
Der Unterschied zwischen dem Spektrum des Atmungstypus 
und dem des Girungstypus lift sich somit folgendermaBen kurz 
zusammenfassen : 
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Die Atmungshefen haben stets eine deutliche Bande a im 
Orange bei 604 wu. Diese Bande konnten wir bei keiner der unter- 
suchten Garungshefen auch nur als Schatten wahrnehmen. [Es ist 
das der markanteste Unterschied. 


Dagegen ist bei den Garungshefen bisweilen noch eine sehr schwache, 
diffuse Beschattung bei etwa 588—590 wu zu erkennen. Diese kann bei den 
Bierhefen in normaler Schichtdicke nicht wahrgenommen werden. Bei sehr 
weiBen und transparenten Brauereihefen zeigt sie sich, wenn in gréBtméglicher 
Schichtdicke spektroskopiert wird, als schwacher Schatten. Bei manchen 
anderen Garungshefen tritt dieser, je nach den Ziichtungsbedingungen, 
deutlicher hervor. Dieser verwaschene Streifen soll im folgenden mit a’ 
bezeichnet werden. 





AuBerdem sind bei den Atmungshefen die Banden im Griin b 
und e@ sehr deutlich und voneinander getrennt als Kinzelstreifen 
zu erkennen, waihrend sie bei den Girungshefen so verschmolzen 
sind, da% man sie nur als eine einzige breite kontinuierliche Bande 
ohne Aufhellung zu sehen vermag. 

Die Bande im Blaugriin ist beiden Typen gemeinsam und zeigt 
keine charakteristischen, differenzierenden Eigenschaften. Sie ist 
bei nicht rein weiben Hefen und schlecht gewaschenen Hefen bis- 
weilen schwer abzulesen, da sie schon an die End-Abs. grenzt. 

Wenn man die Spektraltypen der Blutfarbstoffehemie zu- 
crunde legt, so kann der Unterschied auch so formuliert werden, 
daB man sagt: Atmungshefen haben ein typisches Cytochrom- 
spektrum im Sinne Keilins, Garungshefen dagegen haben ein 
unvollsténdiges Cytochromspektrum oder Himochromogenspek- 
trum, wie es von Keilin in gewissen Pflanzenorganen beobachtet 
und als ,,modified Cytochrom“ bezeichnet worden ist. 

Die Lage der Banden, wie wir sie beim Spektroskopieren einer 
Reihe verschiedenartiger Heferassen verschiedener Herkunft fest- 
gestellt haben, ist aus Raumersparnis in den folgenden Tabellen 
viedergegeben. 

Bei einigen Hefen hatten wir Gelegenheit, auch noch die 
Atmungssteigerung durch Zucker zu bestimmen. Die von Herrn 
Dr. K. Weber erhaltenen Werte sind in der letzten Spalte ein- 
getragen. Leider stand uns das Warburgsche Respirometer, das 
uns Herr Geheimrat H. Fischer in lhebenswirdiger Weise iiber- 
lassen hatte, fiir die letzten Untersuchungen nicht mehr zur Ver- 
tugung. 

Das oben iiber die beiden Typen Gesagte finden wir also an 
einer ganzen Reihe von Hefen bestitigt. 
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Tabelle I. 
Spektrum, SHS] ae z 
=| Hefe- ee Lage der Banden (uu) Bas RES 
E rasse |nahere Bezeichnung — > . 
m a bic d 100 [<% = 
c oC 
1 |PreBhefe} Delft (Holland) 603 564 549 | 534—514] 20 
2 .» | Kuffner, Wien- | 
Ottakring 604 563 549 533—517] 24 
3 - Kuffner, Wien- | 
Ottakring 603 562 550 | 5384—516] 20 
4 ” Sinner, Karlsruhe 
,, Blitz‘ 603 563 550) 531—513] 18 
5 ” Sinner, Karlsruhe | 
»,Adler** 604 562 550) 5382—512] 18 
6 - Wieninger, Ritt- | 
steig (Passau) 603 564 549! 533—514] 22 
7 ” unbekannt (kéauf- 
liche) 604 564 549 531—515] 17 13,5 
8 ” unbekannt (kaéuf- | 
liche) 603 564 550) 532—516] 19 
9) " unbekannt (kaéuf- | 
liche) 603 563 549 533—515] 19 
10 ss Institut f. Garungs- | 
gewerbe Rasse | 
».M‘‘ 604 564 549 530—514]} 20 
11 | Kahm- | Mycoderma deco- | 
hefen Jorans (Will) 604 564 549 | oe 7,95 
12 - Pichia membrane- 
faciens (Hansen) | 603 563 550 | 533—Eit. 8,3 11,5 
13 ‘i Pichia membrane- | 
faciens (Hansen) | 603 562 449° = — 
14 ” Torula III weiBe 603 564 550) a 2,4 
5 “ Willia farinosa | 
(Lindner) 604 564 549) 533—510}, — 1,7 
16 ™ aus Kwass (Kom- 
bucha) 603 564 549 — aa 11,5 
Bemerkungen zu Tabelle I. 
1— 9 Inkl. PreBhefen, auch Backerhefen oder Branntweinhefen im Hande! 


bezeichnet, im GroBbetrieb hergestellt; 


9 inkl. 


5 unter Mitverwendung von Getreide erzeugt; 
Alter unbekannt; 
10 Reinzuchthefe, Brennereihefe unter den Bedingungen der Prebhefe- 


fabrikation im Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin hergestellt. 
15 inkl. auBer 13 einem Gemisch von Apfel- und Feigenmost in grofen 
flachen Schalen als Reinkulturen propagiert; 
11 Kahmhaut + untergesunkene Hefe, b und ¢ scharf getrennt; 
12 prachtige Kahmhaut, wenig submers, nur Kahmhaut untersucht: 
13 auf ungehopfter heller Bierwiirze in flachen Schalen als Reinkultur 
geziichtet, Kahmhaut zum Teil durchgebrochen, mit 0,15°/,igem KOH 
gewaschen, zeigte viel starkeren b-Streifen als c-Streifen, was aber 
nicht durch die Alkaliwische verursacht war; 
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14 a-Streifen im Orange schwach (Ubergang zum anderen Typ?); 

15 b- und e-Streifen im Griin nicht so deutlich getrennt (Ubergang zum 
anderen Typus?); 

16 von Herrn Dr. J. Fuchs an unserem Institut aus dem Organismen- 
gemisch Teekwass (IKombucha) isoliert. 


Bei keiner der PreBhefen fehlte die charakteristische Bande im 
Rot und auch das zweite Merkmal, nimlich die Trennung der 
Banden b und ec, war stets festzustellen. 


Im wesentlichen gilt das gleiche fiir die untersuchten Kahmhefen, wenn 
auch die selektive Adsorption bei ihnen nicht die Starke erreichte wie bei den 
Bickerhefen. Der Cytochromfaktor konnte leider nur bei Pichia bestimmt 
werden, da die Herziichtung gréBerer Mengen reiner Kahmhefen umstandlich ist 
und da sich manche Kahmhefen nur schwer so homogen in der Fliissigkeit ver- 
teilen lassen, wie das fiir die spektroskopische Beobachtung in der Kiivette not- 
wendig ist. Da aber Pichia ein deutlicheres Spektrum ergab als Mycoderma, 
Willia, Torula usw., kann gesagt werden, da} die Resultate an den Kahmhefen 
den eingangs erwahnten Ansichten von Shibata iiber den Wirkungsmecha- 
nismus zunachst nicht im Wege zu stehen scheinen. Ein Widerspruch zu 
Shibata tiber den Wirkungsmechanismus des Cytochroms scheint sich aber 
aus dem folgenden zu ergeben. 

Wichtig war namlich bei den Kahmhefen auch das Alter der Kulturen. 
Die in der Tabelle beschriebenen Spektren haben wir an relativ sehr jungen 
Kulturen von Kahmhefen gemessen, die nicht langer als 4—8 Tage gewachsen 
waren. In 3—4 Wochen alten Kulturen derselben Organismen, die zum gréBten 
Teil untergesunken waren, konnten wir auch nach Zugabe von Hydrosulfit 
keine Cytochrombande mehr erkennen. Hier wiirde die Theorie von Shibata 
allerdings eine Verstarkung des Cytochromspektrums verlangen, so daB sich 
scheinbar ein Widerspruch ergibt. Wir wollen aber diese Frage mit diesen 
wenigen Versuchen nicht als erledigt betrachten, sie verlangt noch ein ein- 
vehenderes Studium als es in den Rahmen dieser Arbeit paBte. 


Auch die untersuchten Hefen vom Giérungstypus fiigten sich 
dem Schema. In keinem Falle konnte auch nur andeutungsweise 
ie Bande im Orange bei 604 wu beobachtet werden, auch wenn 
in groBtmoéglicher Schichtdicke spektroskopiert wurde, und regel- 
miBig war der b- und ¢c-Streifen des unvollstindigen Cytochroms 
ein breites Band, das sich nicht zerlegen lie}, auch dann nicht, 
wenn man in so verdiinnter Schicht untersuchte, dab die Bande 
zu verschwinden begann. 

AuBer diesem Unterschied zwischen PreBhefen und Bier- 
hefen fallt vor allem noch der verschiedene Gehalt an Cytochrom 
auf, gemessen an der verschieden starken selektiven Absorption, 
lie sich im Cytochromfaktor wiederspiegelt. Als Durchschnitts- 
wert fiir den Faktor-100/c ergibt sich aus Tab. I fiir die Baickerhefen 
die Zahl 19,7, fiir die Brauereihefen die Zahl 10,9. Das Verhiltnis 
Bickerhefe zu Bierhefe ist somit nahezu gleich 2:1. 
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Tabelle II. 
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Nr. 


bo 


6 


~1 


9 


10 


1] 


13 


14 


16 


17 


Untergarige 
Brauereihefen 


Obergarige 
Brauereihefen 


Obergarige 
Brennereihefen 








Herkunft bzw. 
nahere Bezeichnung 


Sadist Btiacleon 
Hofbrauhaus 
Léwenbrau 
Paulanerbrau 
Spatenbrau 
Wagnerbrau 
Léwenbrau 
Schneider & Sohn 
Miinchen 
Wagnerbrau 
Hochschulbrauerei 


Berlin ,,468°‘ 


Hochschulbrauerei 
Berlin ,,U I 3° 


Weihenstephan ,,W 4° 


” AR IT 


Institut fiir Garungs- 
gewerbe ,,M* 


Institut fiir Garungs- 
gewerbe ,, XII" 

















Spektrum, 


567—544 


—— 
555,5 


568—545 


556,5 
568 





— 569—544 
—_ 


996,59 
567—546 
—___— 

556,5 


568—545_ 


——_ 
596,5 


| 568—546 
———_S 


569—545 
———_ 
557 


568—544 
556 





568—546 | 


597 


569—544 | 


556,5 


Lage der Banden (uu) 


535 





533—516 
534—512 
5385—517 
535—5 16 
533—516 
534—515 
532—515 
534—511 


unscharf 
begrenzt 


5386—515 


unscharf 
begrenzt 


568—545 | 533—511 


556,6 


| 567—544 | 


555.5 | 
568—543 | 


unscharf 
begrenzt 


9 


Cyto 
chrom- 


512 





9,3 


9,3 


10,6 


8,3 


11,1 


faktor 


Atmung 





qe ly kose 


steigerung 


durch 


1.06 


DD) 
Rs} !) 


(1.03 


























Klassifizierung von Kulturhefen mit Hilfe des Cytochromspektrums. 909 
r 

— Tabelle I (Fortsetzung'. 

© Ss 
‘ Pa » eee S 
a Spektrum, ges. wo § 
ine ww De : 
Be Lage der Banden (uu) [53] & 3 >. 
=-{-i. Herkunft bzw. 8 m CSSIS ES 
= _@-| Heferasse ; nit b WSAIGES 
2274 nahere Bezeichnung a BP 
aE | 100 |= 2"e 

s I+ Cc C a 

4 - E 





1.06 ers a 
is} Weinhefen 


| Sonstige Hefen 


1,39 








Johannisberg 
Badacony (Ungarn) 
Sacch. anamensis 

Torula utilis 


Sulfitablaugenhefe 





570—546 
ee 
558 


570—545 


556,5 
568—544 
cece tiiicesmennetl 
556 


ee 


556 


Bemerkungen zu Tabelle II. 


— §69—543 | 


unscharf 
begrenzt 


9? 


(529—507: 


unscharf 
begrenzt 


9? 








1— 6 Inkl. untergarige Betriebshefen der genannten Brauereien meist sehr 
sauber gewaschen und deshalb gut transparent; 


7— 9 inkl. obergirige Betriebshefen der genannten Brauereien; 
10und 11 Reinkulturen obergariger Bierhefen im Laboratorium ; 


10 in gehopfter, dunkler Bierwiirze in halbgefiillten Pasteurkolben von 


1 Liter Fassung hergefiihrt. Da die geernteten Hefen stark braun- 
gefarbt waren, wurde mit 0,2°/,iger Kalilauge gewaschen. Schwaches 


Spektrum. Bei 10 Streifen 592 nur als schwacher Schatten zu sehen. 
d-Streifen ist unscharf begrenzt, geht in die Endabsorption iiber. 
11 in heller, ungehopfter Bierwiirze hergefiihrt. Bei guter Durchsichtig- 
keit deutliches Garungshefenspektrum. Streifen a’ nicht zu erkennen; 


12—17 


inkl. vier obergarige Brennereihefen, im Laboratorium in verschiedenen 


Medien als Reinkulturen hergefiihrt, da keine Betriebshefen zur Zeit 


der Untersuchung zu haben waren; 
12, 14, 16 und 17 in %/, Liter steriler, ungehopfter, heller Bierwiirze ge- 


ziichtet, in 1-Liter-Erlenmeyerkolben mit WatteverschluB, geimpft 
mit einer Spur der Reinkultur. Die geernteten, sehr transparenten 
Hefen zeigten nur maBig starkes bis schwaches Absorptionsspektrum. 
Der a’-Schatten ist auch in sehr groBer Schicht (6—8 mm) nicht 
sicher zu erkennen. Sehr gut dagegen b und c¢; d ist unscharf begrenzt, 
geht in die E.-A. iiber. In Kartoffelmaische geziichtet (je 1'/, Liter 


Laboratoriumskartoffelmaische in 2-Liter-Rundkolben 


mit Watte- 


verschluB, geimpft mit einer Spur der Reinkultur. Anfangs-py 5,4, 
End-px 5,00) wird der a’-Streifen deutlicher; 
13 und 15 sind in mit Schwefelsiure gesiuerter Kartoffelmaische 
geziichtet (Anfangs-py = 3,8, End-py = 3,6), geben deutlichen, ver- 


waschenen a’-Streifen (pq-EinfluB 7); 


18 und 19 Weinhefen, im Laboratorium als Reinkulturen in je 1 Liter keimfrei 
filtriertem Apfelsaft (der Seitzwerke) unter GarverschluB bei Zimmer- 





temperatur hergefiihrt, da zur Zeit der Untersuchung keine Wein- 
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hefen aus Keltereien zu haben waren. Die Spektren waren schwach, 
d-Streifen geht in die End-Abs. iiber. 

20 und 21 in %/, Liter dunkler, gehopfter Bierwiirze in Pasteurkolben von 
1 Liter Fassung als Reinkultur bei Zimmertemperatur geziichtet, sehr 
schwacher Luftzutritt ; 

22 ganz analog in heller, ungehopfter Bierwiirze. Die Spektren sind 
ziemlich schwach, 21 deutlicher als 20, deutlicher als 22. 


Soweit das Untersuchungsmaterial in dieser Hinsicht als aus- 
reichend bezeichnet werden kann, besteht auch eine Analogie 
zwischen Cytochromtypus und Aktivierbarkeit der Atmung durch 
Zucker. Wihrend die untersuchten Hefen mit Gérungshefen- 
spektrum nur eine 1—2fache Steigerung der Atmung zeigen, ist 
dieselbe bei den Hefen mit ausgeprigtem 4bandigen Spektrum 
eine 11—13fache. Hier gehen auch einige Kahmhefen mit den 
Bickerhefen symbat, andere scheinen ebenso wie in spektro- 
skopischer Hinsicht den Ubergang zum anderen Typus zu bilden. 

Unsere urspriingliche Absicht war, in erster Linie die wich- 
tigsten in den verschiedenen Girungsgewerben im groBen an- 
fallenden Hefen zu untersuchen. Diese Absicht scheiterte bisher 
daran, daB zwei wichtige Vertreter, nimlich die Weinhefen und die 
Brennereihefen unmittelbar aus den entsprechenden Betrieben zur 
Zeit nicht erhalthch waren. Natiirlich wird die Untersuchung in 
dieser Richtung noch ergiinzt werden. Einstweilen konnten wir 
lediglich die betreffenden Hefearten unter weitgehender Imitation 
der technischen Bedingungen als Reinkulturen herfiihren. Dabei 
zeigte sich, daB sowohl Weinhefen wie typische Brennereihefen 
ihrem Cytochromspektrum nach dem Girungstypus einzureihen 
sind. Beide haben unter den gewerblichen Verhaltnissen die alko- 
holische Gérung zu bewerkstelligen. Der Luftzutritt ist dabei 
ein stark beschrainkter und die Vermehrung an Hefesubstanz im 
Vergleich zu der PreBhefefabrikation nach dem allgemein wblichen 
Liiftungsverfahren eine unbedeutende. 

Die Weinhefen zeigten in bezug auf die Lage der Absorptions- 
banden dasselbe Verhalten wie die Brauereihefen. Allerdings war 
das Spektrum weniger stark ausgeprigt, die selektive Absorption 
also im allgemeinen eine schwachere. 

Ganz ahnlich verhielten sich die Brennereihefen. Auch hier 
ergab sich nach der Kultur in Bierwiirze unter beschranktem 
Luftzutritt eine Hefe, deren spektrales Verhalten dem der Bier- 
hefe analog war. Wurden die Brennereihefen in Kartoffelmaische, 
die im Laboratorium hergestellt war, geziichtet, wieder unter 
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beschranktem Luftzutritt, so resultierte ebenfalls ein Spektrum 
vom Géarungshefentypus, hier allerdings mit der Besonderheit, 
daB der Schatten mit dem Maximum bei 588—590 wu, der bei 
hbesonders rein gewaschenen und weifen Bierhefen nur in gréBt- 
moglicher Schicht angedeutet ist, deutlicher hervortrat. Besonders 
auffallig war diese Erscheinung bei den Brennereihefekulturen, 
lie in mit Schwefelséure gesiuerter Kartoffelmaische hergefiihrt 


waren. 

Die Kriterien fiir den Brauereihefentypus, nimlich Fehlen 
des Streifens a bei 604 wu und Vereinigung der Banden b und e, 
waren aber eindeutig vorhanden. Ob im Falle der Ziichtung in 
vesiuerter Kartoffelmaische der SéureeinfluB fiir die beschriebene 
Beobachtung verantwortlich gemacht werden kann, miissen weitere 
Untersuchungen ergeben. Vielleicht ist auch an das Alkaloid 
solanin, das in der Kartoffelmaische in Spuren vorhanden ist, als 
stickstoffkomponente im Cytochrom zu denken. 

Endlich sind noch 8 Hefen in der Tab. II aufgefiihrt, die im 
Laboratorium bei beschrinktem Luftzutritt geziichtet worden 
sind, némlich Saccharomyces anamensis (levure anamite), eine 
Hefe, die in neuerer Zeit beim Amyloverfahren Verwendung findet, 
ferner Torula utilis, eine Hefe, die sich durch ihre Neigung zur 
Fettbildung auszeichnet und endlich eine Hefe, wie sie zur Ver- 


girung der Sulfitablaugen der Cellulosefabriken Verwendung 


findet. Die letzte Kultur verdanken wir dem Entgegenkommen 
der Zellstoffwerke Waldhof. 

Erwiahnt soll nur noch werden, da8 wir ausschlieBlich lebendes 
Hefematerial untersucht haben. Die beobachteten Verschieden- 
heiten in den Spektren haben also nichts zu tun mit der Ver- 
schiebung der Cytochrombanden, wie sie Keilin und auch Shibata 
an Backerhefe durch Behandlung mit verschiedenen chemischen 
Agentien beobachtet haben, welche die Hefe abtéten. Aus diesem 
Grunde haben wir auch darauf verzichtet, die Hefe vor der 
Beobachtung mit Glycerin zu versetzen, wodurch die Durch- 
sichtigkeit der Hefe erhéht und damit die Erkennung der Ab- 
sorptionsbanden erleichtert worden ware. 

Spater gingen wir dazu iiber, die Ziichtungsbedingungen in 
verschiedener Richtung abweichend von Verhiltnissen der Garungs- 
betriebe zu andern. Dabei konnten wir feststellen, daB Typus und 
Stirke des Cytochromspektrums von der Art und Weise abhangt, 
wie die betreffenden Hefen hergefiihrt worden sind. Davon wird 
in dem Kapitel ,,Umziichtungsversuche* noch ausfiihrlich die Rede 
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sein. Zuniachst sollen noch einige Bemerkungen folgen wber di 
Vorstellungen, welche man sich iiber die Ursachen der spektraler 
Verschiedenheit der Hefetypen machen kann. 

Aus dieser natiirlichen Gruppierung der Hefen sehen wir also, 
daB Heferassen, bei deren Ziichtung die Atmungsfunktionen be; 
starker Vermehrung im Vordergrund stehen, das 4bandige Spek- 
trum aufweisen und da diejenigen Heferassen, welche die Garungs- 
funktion zu verrichten haben, ein unvollstaindiges Cytochrom- 
spektrum oder Hiimochromogenspektrum zeigen. 


Damit soll aber noch nicht gesagt sein, daB das natiirliche 
Himochromogen der Girungshefen nicht am Mechanismus der 


Atmung beteiligt sei. Wenn bei diesen Hefen auch die Girleistung 
entschieden im Vordergrund steht, so sind ihre Lebensbedingungen 
doch nicht streng anaerob, vielmehr wird bei manchen Giarungs- 
gewerben in gewissen Phasen des Prozesses durch Liften Sauerstoff 
zugefiihrt und zwar besonders zu der Zeit, in welcher die Ver- 
mehrung der Hefe angestrebt wird. Tatsachlich wirkt auch das 
Hamochromogen der untergirigen Bierhefen bei der Atmung in 
einer noch unbekannten Art und Weise mit. Es geht das aus der 
Beobachtung hervor, daB bei ihnen, wenn auch weniger deutlich: 
wie bei den PreBhefen, das Spektrum durch Schiitteln mit Luft 
oder Sauerstoff oder durch den Zusatz von verdiinntem Wasserstoft- 
superoxyd fiir kurze Zeit geschwacht werden kann, um dann 
nach Verbrauch des Sauerstoffs ungeschwacht wieder zu erscheinen. 

{s lassen sich somit bisher nur Vermutungen anstellen, warum 
sich die beiden Hefetypen verschiedener Atmungsfarbstoffe be- 
dienen. Vielleicht sind sie den verschieden groBen Atmungs- 
leistungen angepaBt, vielleicht ist die Sauerstoffkapazitaét (im 
Sinne Shibatas) oder die Reaktivierungsdauer verschieden, oder 
es ist der Unterschied der beiden Farbstoffe im Redoxpotentia! 
zu suchen, 

Noch weniger als iiber die funktionellen Verschiedenheiten 
kann man beim heutigen Stand unseres Wissens tiber die konstitu- 
tionellen Verschiedenheiten der Atmungsfarbstoffe in den beiden 
Hefetypen aussagen. Nach den Untersuchungen von Euler und 
Fink!) ist das Spektrum des Pyridinextraktes aus PreBhefe und 
untergiriger Bierhefe dasselbe. Zieht man abgepreBte Hefe mit 
Pyridin aus, eventuell unter Zusatz von Reduktionsmitteln, und 
spektroskopiert unmittelbar nach dem Abtrennen der Hefezellen, so 


1) a. a. O. 
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}, obachtet man bei PreBhefe (Backerhefe) wie bei untergiriger 
};erhefe das zuerst von Anson und Mirsky!) bei Bickereihefe- 


a. 


evtrakt beschriebene Spektrum 584 wu, 5574/, wu, 527 wu. 

Dieses Spektrum unterscheidet sich von dem des normalen Pyridin- 
hamochromogen, das bekanntlich nur aus den Banden 557!/, und 527 wu 
|, steht, durch die im Orange gelegene Bande 584. Fischer und Schwerdte]*) 
konnten in miihsamer Arbeit aus untergiariger Bierhefe ein Hamin isolieren, 
das nach Analyse und Schmelzpunkt und den sonstigen Eigenschaften mit dem 
vewohnlichen Blutfarbstoff itibereinstimmte. Die Bande 584 macht es aber 
wahrscheinlich, daB ein zweites, schwer zugangliches Hamin in geringer Menge 
vorhanden ist, wie das von H. Fischer in seiner Theorie vom Dualismus des 
Blutfarbstoffs vorgesehen ist. Darnach ware an Koprohimin zu denken, es 
mul aber auch das neuerdings von A. Negelein®) im Warburgschen Institut 
autgefundene Kryptohimin in Betracht gezogen werden. 

Wenn auch die Spektren chemisch verschiedener Pyridin- 
liimochromogene im allgemeinen groBe Ahnlichkeit aufweisen und 
somit gleiche Lage der Banden — wie im Falle PreBhefe—Bierhefe- 
extrakt —noch nicht unbedingt sagen muB, daB gleiche Hime zu- 
crunde legen, so besteht unserer Meinung nach keine Veranlassung, 
bei den beiden Hefetypen verschiedene prosthetische Gruppen an- 
ginehmen. Man wird vielmehr den markanten Untersehied 
zwischen den Hefespektren der beiden Typen in einer verschiedenen 
bindung der Himine zu suchen haben. Interessant wiire vor allem 
die Feststellung, ob die C—N-Bindung zwischen dem Porphyrin 
isenkomplex und der Stickstoffkomponente, wie sie von K. Zeile?) 
an emer Delfter Biickerhefe fiir die c-Komponente des Cytochroms 
diskutiert worden ist, auchin den typischen Girungshefen vorliegt. 

Der Grund fiir die spektrale Verschiedenheit kann aber auch in 
einer Bindung mit ungleichen Stickstoffkomponenten oder in einer 
anderen Art der Bindung (kolloid, adsorptiv oder molekular) zu 
suchen sein. 

Umziichtungsversuche. 

Nachdem sich also die Méglichkeit einer Unterscheidung von 
Hefesorten mit Hilfe des Cytochromspektrums ergeben hatte, ver- 
suchten wir nun die Uberfithrung des einen Typus in den anderen. 
Durch geeignet gewaihlte Ziichtungsbedingungen sollte aus einer 
..\tmungshefe’* mit deutlicher a-Bande im Cytochromspektrum 
vine ,,Garungshefe ohne a-Bande werden (Umwandlung I) und 
ungekehrt aus emer typischen Girungshefe eine Hefe vom 
.\tmungshefentypus’* (Umwandlung II). 


') J. of Physiol. 60, 166 (1925). *) Diese Z. 175, 248 (1928). 
*) Biochem. Z. 248, 243 (1932). ') Diese Z. 207, 35 (1932). 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 1d 
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Kine spontane Uberfiihrung einer gegebenen Hefeprobe dure, 
biologische MaBnahmen (also ohne Schaédigung oder Abtétun. 
der Zellen) oder physiologische Reizwirkungen erschien von vor- 
herein als aussichtslos, da das Cytochrom als ein bBestandteil ds 
Plasmas zu betrachten ist und da der Typus des Spektrums ein: 
im Verlaufe der Vermehrung erworbene und durch die biologisehiy, 
Bedingungen wahrend der Ziichtung bedingte EKigenschaft ist. Ein 
derartige Umwandlung lief sich auch bisher experimentell nicl: 
durechfiihren. Bei den Umwandlungsversuchen bestanden also nur 
dann Aussichten auf Erfolg, wenn eine sehr kleine Hefemence 
unter geanderten Bedingungen auf eine vielfache Menge heran- 
vezuchtet wiirde. 

Is sollen zunichst einige iltere Versuche, die schon gemeinsani 
mit K. Weber ausgefiihrt worden sind, erwahnt werden. 

Umwandlung I: Um die Umwandlung in ersterem Sinne zu 
verwirklichen, wurde die Adlerhefe (Sinner- Karlsruhe) eme Zeit- 
lang in Bierwirze fortgeziichtet. 


Die Ausfiihrung des Versuchs war die folgende: 1 g abgepreBte Hefe 


wurde zu 100 cem steriler, heller, ungehopfter Bierwiirze von 13°/) Extrakt 


vegeben. Die Garung wurde in einem 250-cem-Erlenmeyerkolben mit Watte- 
verschluB durchgefiihrt. Nach 5 Tagen, nachdem die Wiirze vergoren war, 
wurde die Hefe abzentrifugiert und auf Gips abgepreBt. Von dieser Hefeernte 


wurde wieder 1 g genommen und nochmals in 100 cem Bierwiirze fortgeziichtet. 
Nach dem abermaligen Abgaren der Wiirze wurde die Hefe abzentrifugicrt 
und zur Untersuchung abgeprebt. 

Die Hefe war durch die Wiirzefarbstoffe braunlich gefar!t. 
Kine Suspension in Wasser 1:1 in 5mm Schicht filtrierte alles 
Licht bis zum Griin weg. [nd-Abs. 570 uu. Die Absorptions- 
banden im Griin b, e¢ und d konnten aus diesem Grunde_ nicl! 
vesehen werden. Es zeigte sich aber mit Sicherheit, daB die a-Banide. 
die in der urspriinglichen Adlerhefe sehr gut zu sehen war, dure! 
die 2malige Kultur im Garungsmilieu verschwunden war. 

Der gleiche Versuch wurde mit der Blitzhefe (Sinner) durch- 
vefiibrt und zwar bei 5, 20 und 380° C. Das Resultat war dassel!e: 
Verschwinden der a-Bande nach 2maliger Wirzekultur. | ic 
Temperatur schien keinen speziellen EinfluB auf die Umwandlinz 
zu haben, lediglich den, daB bei niederer Temperatur infolge «vr 
langsamen Vermehrung der a-Streifen langsamer verschwand. 


Die Uberfiuhrung des ,,Atmungshefen‘typus in den ,,Garu '- 
hefen‘typus ist also durch einige Fortziichtungen von Bac 1 
hefe in vergirbaren Fliissigkeiten mdglich. 
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ar Bei dem Versuch mit Blitzhefe wurde die aus der Wiirze ge- 
hg eatete braunlich gefairbte Hefe durch vorsichtiges Waschen mit 
Ne ().2%/,iger Kahlauge von anhaftenden Farbstoffen véllig gereinigt. 
les |), der remweiben Hefe konnten die b-, e- und d-Banden des Cyto- 
he ciroms deutlich erkannt werden, nicht dagegen die a-Bande. 
en Bisweilen reicht auch schon eine Girfiihrung zur Herbei- 
he fihrung der Veranderung aus. Statt in Wiirze konnte dieselbe 
lit auch in Zuckerlésung mit mineralischen Zusitzen erreicht werden. 
ur \n den Atmungstypus erinnerte lediglich noch die nicht  voll- 
ue .{indige Verschmelzung der Streifen b und ¢, die erst nach weiteren 
N- Zauchtungen eintritt. 

Umwandlung II: Die Uberfiihrung einer Hefe vom Girungs- 
mM typus ohne a-Bande in eine Hefe vom Atmungstypus mit a-Bande 
versuchten wir zunichst mit emer Bierhefe zu bewerkstelligen. 
sie ist uns bisher trotz mancher Versuche nicht gelungen, wenigstens 
nicht mit dem wichtigsten Vertreter des Géirungshefentypus, mit 
der untergirigen Brauereihefe. Mag sein, dab der Grund darin 
lag, daB die Lebensbedingungen der Hefe in der PreBhefefabrikation 
un Laboratorium schwerer nachzuahmen sind als diejenigen von 
ie brauere1 und Brennerei und dab die von uns gewihlten Be- 
ar, dingungen noch nicht das Richtige trafen. Vielleicht war auch die 
ave Dauer der Fortziichtung noch zu kurz. 

3,0 g frische, abgepreBte Hefe der A.-G. Paulaner-Thomasbriu wurde 
unter Nachahmung der Verhaltnisse der PreBhefefabrikation in 1'/, Liter einer 
rohrzuckerhaltigen Nahrlésung (5°/,ige waBrige Rohrzuckerlésung mit minera- 
lischen und organischen Nahrsalzzusatzen) suspendiert. Die Suspension kam 
les in eine unten tubulierte Flasche. Von unten wurde PreBluft durchgeblasen, 
und zwar trat die Luft aus einem schrag abgeschnittenen spanischen Meerrohr 
in ganz feinen Blasen aus, so daB eine auBerst wirksame Durchliiftung und 
Durchmischung erzielt wurde. Nach 18stiindigem Liften konnte in der Hefe 
noch keine Andeutung der a-Bande bemerkt werden. 

Dieser Versuch wurde Ofters und unter anderen Bedingungen 

wiederholt, jedoch immer erfolglos. 
‘al Nach diesen mit Kk. Weber erhaltenen Ergebnissen glaubten 
wir, daB in bezug auf das Cytochromspektrum die Umwandlung 
le \tmungshefe in Garungshefe leicht moédglich, die Umwandlung 
ne \vpischer Giérungshefe in Liiftungshefe nicht mdglich set. 

Diese Versuche fielen aber in die Zeit, bevor wir Brennerei- 
fen und Weinhefen in den Kreis unserer Untersuchungen ge- 
i3- zozen hatten. 

r- Bei diesen viel wandlungsfihigeren und in ihrem Stoffwechsel 
i passungsfihigeren Organismen gelingt es, je nach der Wahl der 


| 5* 
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Ziichtungsbedingungen, besonders der Sauerstoffzufuhr, in diy 
geernteten Hefe das Atmungshefenspektrum oder das Girung.. 
hefenspektrum zu erzeugen. 

Kin Beispiel hierfiir ist die Rasse ,,M* des Instituts fiir Gaérungs- 
gewerbe, die in der Technik sowohl als PreBhefe wie als Brennereihe!: 
verwendet wird. Wie aus der Tab. I hervorgeht, zeigt diese Hele 
(Nr. 10) nach Art und Stirke eindeutig das PreBhefenspektrui. 
Die untersuchte Probe von etwa 100 ¢ war auch, wie uns Herr 
Dipl.-Ing. Glaubitz mitteilte, unter den Bedingungen der Preti- 
hefenfabrikation in der Betriebsreinzucht des genannten Institutes 
hergefiihrt. Wir ziichteten nun dieselbe Rasse ,.M**, die wir auch 
als Impfstrichkultur erhalten hatten, in Bierwiirze oder Kartoffel- 
maische unter den Bedingungen der Brennerei und erhielten, wie 
aus Tab. II, Nr. 16 zu ersehen ist, eine Hefe mit reinem Garune:- 
spektrum, wenn dasselbe auch nicht ganz so deutlich war, wie da: 
emer Bierhefe. 

Ahnliche Erscheinungen, wie bei den Brennereihefen, konnten 
wir bei einigen Weinhefen beobachten. Wurden diese unter den 
Bedingungen des Kelterns, also bei beschrinktem Luftzutritt her- 
ceziichtet, so trat das fiir Gairungshefen typische Spektrum aut 
(vel. Tab. II, Nr. 18 und 19). Impften wir aber Spuren der Hefen 
in flache Schalen von etwa 25 em Durchmesser mit Watteversehluli 
ein, welche den keimfreien Most nur in 1 em tiefer Schicht ent- 
hielten, so war in der geernteten Hefe das fiir Prebhefen typiscli 
Spektrum mit deutlichem a-Streifen zu beobachten. Die Starke de 
selektiven Absorption blieb allerdings weit hinter der bei Prebhete 
zurick. 

Diese grobe Anpassungsfihigkeit konnte auBer ber den Wein- 
hefen Badacony und Johannisberg auch noch bei den Rassen Stein- 
berg und Tokaj und besonders bei Torula utilis festgestellt werden. 


Interessant ist nun weiterhin, daB die Leichtigkeit, mit de 
Hefen je nach den Ziichtungsbedingungen 1m eimen oder andere 
Typus erscheinen, fiir die einzelnen Rassen eime sehr verschieder 
ist. Ziichtet man z. B. untergirige Bierhefe unter denselben |)-- 
dingungen (Luftzutritt, grobe Oberfliche, geringe Fliissigkei's- 
héhe) wie die Weinhefen, so tritt 1m Spektrum keine Veranderu:: 
ein. Allerdings war der Nihrboden im einen Falle Apfelmost, 10 
Falle der Brauereihefe Bierwiirze. Doch ist das nicht von ai 
schlaggebender Bedeutung, denn Torula utilis gab in Bierwi 
ebenso geziichtet ein intensives Atmungshefenspektrum. 
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dor & Wir sehen also, daB die Form des Cytochromspektrums nicht 
ES » wa ein typisches, einer Heferasse im botanischen Sinne an- 
 ftendes Merkmal ist, sondern vielmehr ein Kennzeichen, das 
s- wus AufschluB gibt itber die Genese der Hefe und iiber die Frage, 
efe water welchen Liftungsbedingungen sie gewachsen ist. 
cle & Andererseits ist die Art des Spektrums aber eine erworbene 
Mi. |.igenschaft, d. h. bei einer gegebenen Hefeprobe kann, wie oben 
ery erwahnt, nach all unseren bisherigen Erfahrungen durch einen 
el}. kurzdauernden Eingriff die Umwandlung in den anderen Typus 
tes nicht erzwungen werden. Nur durch Fortziichtung unter den 
wh) vinzheh geanderten Bedingungen, namentlich in bezug auf den 
f|- Sauerstoffzutritt kann das erreicht werden. Die Vermehrung 
Wie iu dabei so stark sein, dab die ausgesiite Hefemenge im Vergleich 
Os. zur Ernte verschwindend klein wird. 
das Als maBgebend fiir die Klassifizierung im technischen Sinne 
betrachten wir, welchen Spektraltypus die Hefe zeigt, wenn sie 
unter den Bedingungen des betreffenden Girungsgewerbes her- 
= vefuhrt ist. Darnach sind Brennereihefen und Weinhefen dem 
) Girungstypus zuzurechnen, denn unter beschranktem Luftzutritt 
vezichtet, zeigen sie das Gérungshefenspektrum. 
fen Fir die Unterscheidung der Hefen des Handels, bei denen 
if} praktisch vor allem die Vertauschung oder Verfilschung der wert- 
nt- volleren Backerhefe mit der billiigeren Bierhefe eine Rolle spielt, 
he ist somit die Unterscheidung mit Hilfe des Cytochromspektrums 
jer (wegen ihrer Einfachheit sehr brauchbar und diirfte den eingangs 
efe JE erwahnten Methoden zur Kennzeichnung von Hefesorten sogar 
iberlegen sein. 
ine § Auch fiir diese gilt, daB die Uberfiihrung der einen Modi- 
in- fikation in die andere moglich ist. Gerade was die Vergirbarkeit 
on. [EF der Kohlehydrate betrifft, so ist der Vorgang der Anpassung der 
Hefen schon laingere Zeit bekannt und wurde von verschiedenen 
Autoren!) studiert. 
Ahnliches gilt, wenn auch in beschriinkterem Umfange, fiir 
die Anderungen im Stoffwechseltypus, was aus den Untersuchungen 
von Meyerhof?) hervorgeht. 
uw ff 3esonders die Auswaschbarkeit der Co-Knzyme ist ein 
iT tvpisches und zugleich das wohl am besten studierte Beispiel. Es 





1) Eine Zusammenstellung der diesbeziiglichen Literatur findet sich 
ii R. Nilsson, Archiv fér Kemi, Mineralogi och Geologie 10.A, 50 (1930). 
*) a. a. O. 
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kann durch Auswahl der Ziichtungsbedingungen die Uberfithrun 
in die andere Kategorie ohne Miihe bewerkstelligt werden. S 
fanden Fink und Kuler), daB untergirige Bierhefe nach Kultu 
in zuckerhaltiger Nahrl6sung die Auswaschbarkeit der Co-Enzyin 
aus dem Trockenpriparat vollstandig verloren hatte und dai, 
andererseits PreBhefe nach Zichtung in Bierwiirze die Aktivatore: 
der alkoholischen Garung leicht an das Waschwasser abgab. 

Kir die auf verschiedener Permeabilitét fiir Farbstoffe be- 
ruhende Unterscheidung liegen Untersuchungen iiber die Uim- 
wandelbarkeit noch nicht vor. Wir beabsichtigen dieselben dem- 
nichst in Angriff zu nehmen. 


Zusammenfassung. 

Ausgehend von emem kurzen Hinweis auf einige alter 
Unterscheidungsmoéglichkeiten von Kulturhefen werden die Grund- 
lagen fur eme emfache Differenzierung derselben auf Grund de: 
Verschiedenheiten im Cytochromspektrum besprochen. 

Bei der Untersuchung des Cytochromspektrums einer gr6Beren 
Zahl von IKulturhefen verschiedener Rasse und Herkunft hat sic!) 
eine Grupplerung in folgende 2 Grundtypen ergeben: 

I. Hefen mit tvpischem 4bandigem Spektrum = des  redu- 
gierten Cytochroms. Nach ihrem wichtigsten Vertreter, dei 
Biickerhefe, wird dieser Typus der Bickerhefentypus genann! 
oder auch als Atmungshefentvypus bezeichnet, da er den Hefen zu- 
kommt, in deren Stoffwechsel wihrend der Propagierung di 
Atmung eine wichtige Rolle spielt. 

2. Hefen mit unvollstindigem, meist 2bandigem Cyto- 
chromspektrum. Dieser Typus wird nach den Hauptrepriiser 
tanten, den Brauereihefen, als Brauereihefentypus bezeichnet od: 
Girungshefentypus, da die zugehdrigen Hefen so gut wie au-- 
schheBlich die Gérungsfunktion zu verrichten haben. 

Die Spektren der beiden Typen werden beschrieben und d 
Unterschiede hervorgehoben; ferner wird wher die MeBergebnis- 
an einer Reihe von Hefen der verschiedenen Garungsgewerbe |) 
richtet. Wahrend zur 1. Gruppe auBer der Biackerhefe noch 
als) Nichtkulturhefen - «die Kahmbhefen gehéren, sind z 
2. Gruppe die untergirigen und = obergirigen Buierhefen,  ¢ 
Brennereihefen, die Weinhefen und andere girungstechnis 
weniger wichtige Hefen zu zihlen. 
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Die Ursachen der spektralen Versehiedenheit werden in 

ivsiologischer wie chemischer Hinsicht zu deuten versucht. 

Der Cytochromfaktor, der als ein einfaches Mab fiir den 
( ytochromgehalt vorgeschlagen wird, lag bei den Béieckerhefen 
curchsechnittlich doppelt so hoch wie bei den Brauereihefen. 

Kine spontane Umwandlung des einen Spektraitypus in den 
snderen gelingt mit einer gegebenen Hefeprobe unter  physio- 
ogischen Bedingungen nicht, da die Art des Cytochromspektrums 
als eine Folge der jeweiligen Zichtungsbedingungen zu betrachten 
st. Dagegen ist die Umzichtung unter den anderen Wachstums- 
verhaltnissen ber sehr kleiner Hefeaussaat moglich und zwar so- 
wohl in der einen wie in der anderen Richtune. 

Die Leichtigkeit , mit der die Uberfiihrung vonstatten geht, 
ist aber fiir die einzelnen Heferassen verschieden. Backerhefe 
iBt sich relativ leicht bei mangelndem Luftzutritt in eime Hefe 
mit unvollstéindigem Cytochromspektrum umziichten. Wahrend 
umgekehrt Brennereihefen und Weinhefen, bei starkem Luft- 
zutritt geziichtet, leicht das 4bandige Spektrum bekommen, 
konnte Umziichtung in dieser Richtung bisher bei den Brauerei- 
lefen noch nicht erreicht werden. 

Fir die Klassifizierung im technischen Sinne wird das Spek- 
trum als maBgebend betrachtet, das eine Kulturhefe unter den 
ibhichen Bedingungen des betreffenden Girungsgewerbes besitzt. 


Die Unterscheidung der Hefen des Handels — z. B. in Fallen 
von Vertauschung oder Verfalschung der wertvolleren Backerhefe 
PreBhefe) mit der billigeren Bierhefe — mit Hilfe des Cyto- 


chromspektrums durfte wegen ihrer einfachen und raschen Aus- 
tihrbarkeit sehr brauchbar sein. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft moéchte ich 
auch hier meinen herzlichsten Dank fiir die Unterstiitzung der 
\rbeit aussprechen. 
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Die Spektralanalyse der mitogenetischen Strahlung 
bei Pepsinverdauung und bei der Spaltung von Glycyl—Glycin 
durch Erepsin. 


Von 
E. Billig, N. KannegieBer und L. Solowjew. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus der biochemischen Abteilung und der Abteilung ftir experimentelie Biologie 
des Staatsinstitutes fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1931.) 


Die mitogenetische Strahlung bei EiweiBverdauung wurde 


guerst von A. Karpas im Jahre 1929 geschildert.!) Die ersten 
Versuche der Spektralanalyse der Pepsinverdauung des Serum- 
albumins stammen von L. Gurwitsch.?) Es wurden dabei die 
allgemeinen Grenzen des Spektralgebietes bei einer relativ groben 
Zergliederung des Spektrums (in Einzelstreifen von etwa 50 Ang- 
strom) festgesetzt. 

Die vorliegende Untersuchung befabt sich mit einer detaillierten 
Darstellung des Spektrums der Kiweifspaltung durch Pepsin und 
des Glyeyl-Glycins durch Erepsin und mit der Klarung der Frage, 
wieweit die spektrale Zusammensetzung der Strahlung mit der 
Struktur der betreffenden Substrate zusammenhingt. Es wird 
damit gleichzeitig bezweckt, einen gewissen AufschluB wber die 
Art der Pepsinwirkung zu gewinnen. 

Die Zergliederung des Spektrums wurde von uns mit dem fiu 
uns zugiinglichen Grade von Monochromosie durchgefiihrt. Beziig- 
lich der allgemeinen Grundlagen der mitogenetischen Methodi) 
und speziell der Spektralanalyse sei auf die Monographie von 
A. Gurwitseh) und auf seinen Aufsatz in den Naturwissen- 
schaften (im Druck) verwiesen. Die spezielle Methodik soll hie) 
etwas ausfiihrlicher geschildert werden. 


') Biochem. Z. 215, 337 (1929). 2) Biochem. Z. 236, 425 (1931 
3) Die mitogenetische Strahlung, Monographie, Berlin 1932, J. Springe 
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Methodik. 

Die beiden Fermentreaktionen wurden in kleinen Glaskammern 
nit Quarzfenstern (krystallinischer Quarz, speziell mitogenetisch 
vorgeprift!) angesetzt. Es wurden 2 Kammern von je 4 cem und 
10 cem Inhalt benutzt. Das Quarzfenster wurde in etwa 1—2 em 
\bstand vor dem Kollimatorspalt des Spektrographen aufgestellt 
und dazwischen eine Drehscheibe mit Sektorialausschnitten ein- 
veschaltet (Tourenzahl etwa 3000 pro Minute).!) Als Detektor 
wurden ausschlieBlich fliissige Hefekulturen benutzt. Sie werden 
vor dem Austrittspalt des Monochromators in offenen Glasréhren 
von etwa 3mm lichter Weite aufgestellt. 

Von der gleichen Hefeaufschwemmung wird in eine ahnliche 
Glasréhre zur Kontrolle aufgefiillt, die in der Nahe der Detektor- 
rohre zur Aufstellung kommt. Nach der Ex- 
position (zwischen 2 und 6 Minuten) werden 
genau abgemessene gleiche Mengen der beiden 
Portionen (0,2—0,3 cem) in je 1 cem steriler 
bierwurze tbertragen und etwa 4 Stunden im 
Thermostat bei 28° gehalten, darauf durch H,SO, 
(0.2 eem 20°/,) abgetétet und der Induktions- 
effekt nach der Myzetokritmethode nach 
Braines bestimmt?) (vgl. Figur 1). : 

Die Strahlungsquelle (Substrat + Ferment) } aa 





wird wahrend der Exposition mittels emer ein- 
fachen Heizvorrichtung auf einer Temperatur 
von etwa 37—39° erhalten. Dieselbe besteht 
aus einer dicht gewundenen zylindrischen Spirale 
aus feinem Nichromdraht, die in eine Glasroéhre 
von etwa 2mm Durchmesser eingefiihrt und : 
samt derselben hufeisenformig gebogen wird. ! 
Iie Glasréhre taucht in die Fliissigkeit, die 
freien Enden des Drahtes werden in den Strom 
mit verschiebbarem Widerstand eingeschaltet 
und die Temperatur entsprechend reguliert. Es 
1iuB indessen hervorgehoben werden, daB die 
lrhaltung der Temperatur auf konstantem Fig. 1. 














1) Uber das Prinzip der Fraktionierung der mitogenetischen Reize vgl. 


die Monographie, 8S. 254 ff. 


2) Vgl. die Monographie, Fig. 6, und den Aufsatz in den Naturwissen- 


schaften, wo auch eine statistische Bewertung der Fehlergrenzen der Methodik 


veveben wird. 
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Niveau und namentlich die ununterbrochene Kontrolle nur in d:) ) 
groBeren Kammer gelang, die bei Versuchen mit Hundemagensa || 7 
und Serumalbumin benutzt wurde. In der kleineren, sehr engi); Cc 
Kammer, die zwecks Materialersparnis fiir Versuche mit Glycy ee 
Glycin benutzt werden mubte, diirften Temperaturschwankunge Gn 
von etwa 3—4° nicht ausgeschlossen sein, was nicht ohne Riich- | 
wirkung auf die Konstanz der Ergebnisse bleiben dirfte. My 
| Als Vertreter nativer EiweiBstoffe wurde wie erwahnt g:- Wn 
trocknetes kéufliches Serumalbumin benutzt. Das Glycyl-Glycin Le 
wurde nach einer Vorsehrift von Abderhalden!) aus Glykokoll- in 
anhydrid dargestellt, welches seinerseits aus Glykokollesterchlor- de 
hvdrat gewonnen wurde. Letzteres wurde wiederum aus hydro- de 
lysierter Gelatine bereitet. Bei der Darstellung der Praparat: Hi 
wurde weniger auf die Ausbeute, als vor allem auf die Reimhei ein 
der gewonnenen Stoffe geachtet. Das Glyevl—Glycin, welches in hin 
schonen Krystallen gewonnen wurde, bestand mit Erfolg alle an- \y 
vegebenen Reinheitspriifungen. lor 
Fiir unsere Versuche wurde eine Losung von 100 mg Glyecy! aul 
Glycin in 5 cem n/5-Phosphat puffer (pau =7,8) benutzt. Die Losunye ni 
wurde ex tempore bereitet. de 
Als Erepsinquelle wurde ein Glycermauszug aus der ab- de 
geschabten Mucosa der oberen Abschnitte des Pferdediinndarmes 
benutzt. Die Bereitung geschah nach der Vorsehrift von K. Wald- ery 
schmidt-Leitz und A. Schaeffner.?) St 
Der unverdiinnte und nichtfiltrierte Auszug wurde im Ver- dla: 
hiltnisse von 2 ecem auf 5 cem der oben erwaéhnten Losung vor ke 
Glyevl-Glyein genommen. \n 
Wir haben dieses Verhaltnis nach eimigen Vorversuchen ge- op 
wihlt, die wir nach der Folinschen Methode anstellten, um dic _ 
Intensitait der Zersetzung des Glycyl-Glycins beurteilen zu koénnen. Ur 
Um den bei der Glyeyl-Glycinspaltung nachgewiesenen mito- ~ 
genetischen Effekt mit Sicherheit auf diesen Vorgang zuriickfiihren br 
zu konnen, haben wir einige Kontrollversuche des Krepsinauszug:s sch 
(2cem) mit Phosphatpuffer (5 cem) angestellt. Die Ergebnis-« hel 
waren glatt negativ. 
Die beiden analysierten Prozesse stellen an die Spektr iis 
methodik etwas héhere Anforderungen, als die in unserem Lali- a 
Ib 


') KE. Abderhalden, Physiologisches Practicum. Berlin 1912. 5. 
bis IIS. 
*) Diese Z. 151, 45 (1926). i) 
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» torilum bisher gepriiften Modelle, da die Spektren der Kiweib- 
vid Glyeyvl-Glyecinspaltung viel reichhaltiger als diejenigen der 
( lykolyse, der Oxydation und der Phosphatasewirkung sind. Es 
» iissen daher die Fehlergrenzen baw. der Genauigkeitsgrad unserer 
~pektralergebnisse des naheren besprochen werden. 

Der uns zur Verfiigung stehende Quarzspektrograph von 
| uess (mittleres Modell) gewahrt eine relativ genaue Einstellung 
und Umgrenzung von 10 Angstrémstreifen nur im = kurzwelligen 
ereiche, etwa zwischen 1900—2100 Angstr6m. Je weiter man 
1 das langwellige Gebiet mit abnehmender Dispersion vordringt, 
desto mehr muB mit der Moéglchkeit gerechnet werden, dab bei 
der Einstellung eines bestimmten Streifens von 10 Angstrém 
mittels des verschiebbaren Spaltes des Monochromators auch noch 
einige AngstrOm links und rechts von dem gewihlten Bezirke 
hinzukommen. Neben diesem, durch die Unvollkommenheit des 
\pparates bedingten MiBbstande, kommt ftir die Bewertung der 
:rgebnisse noch eine Eigenart des Hefedetektors hinzu, die in 
austiihricher Weise in der Monographie geschildert wurde. Die 
mitogenetische Erregung des Detektors pflanzt sich niémlich von 
dem dureh den Reiz unmittelbar betroffenen Bezirke allseitig 
dekrementlos auf grobe Strecken fort. 

Wir miissen daher daran festhalten, daB ein (natiirlich vielfach 
erprobter) positiver mitogenetischer [ffekt bei emer bestimmten 
Stellung des Monochromatorspaltes von 10 Angstrém Breite nur 
das Eine besagt: innerhalb des von der Monochromatorskala mar- 
kierten Bezirkes (z. B. 2230—2240 Angstrém) einschlieBlich eimiger 
\ngstroém rechts und links von demselben, befindet sich eine 
Spektrallinie, deren wirkliche bBreite und nahere Lokalisation 
innerhalb des angegebenen Bereiches unbestimmbar bleibt. Dieser 
| mstand ist ganz besonders angesichts der Fille zu beriicksichtigen, 
wo der eine oder andere Streifen von angeblich 10 Angstroém 
breite in 2 Spektren verschiedener Provenienz vorzukommen 
<cheint. Es dirfte sich hier wohl ausnahmslos nicht um ein wirk- 
liches Zusammenfallen dergelben hier und dort, sondern um eine 
iimehr oder weniger unmittelbare Nachbarschaft beider handeln, 
die infolge der angegebenen Mingel der Methodik dem unmittel- 
haren Nachweise entgeht. 

Was die sogenannten ,,Nulleffekte’*, d. h. die Falle der vélligen 
| bereinstimmung der Induktions- und Kontrolleportion angeht, 
~» muB wiederum der Umstand bericksichtigt werden, dab die 
ngaben iiber das Ausbleiben der Strahlung am betreffenden Ort 
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nt et 


einen nur relativen Wert besitzen, da es immerhin nicht aus- 
geschlossen ist, daB ein positiver Kffekt bei emer langeren Expo- 
sition noch gustande gekommen wire. 

Kine derartig erschépfende Durchpriifung von etwa 60 Streifen 
i 10 Angstrom des mitogenetischen Gesamtgebietes (zwischen etwa 
1900—2500 Angstrém) wire indessen zu mithsam und zeitrauben(| 
und diirfte wohl kaum im gegenwirtigen Stande unserer Analyse 
vonnoten sein. Wir miissen uns daher mit der Angabe bescheiden, 
daB bei der Durchmusterung des mitogenetischen Gesamtgebiet-s 
scharf umschriebene Bezirke mit ,,konventionellen** Nulleffekten 
auftreten. Die Gesamtheit unserer positiven Befunde lhefert dem- 
nach sozusagen Spektralminima, die sich bei weiterer Priifung 
evtl. noch bereichern kénnten. Unter diesen Vorbehalten wollen 
wir jetzt die Ergebnisse unserer Spektralversuche mustern. 

Jedes der im weiteren geschilderten Spektren wurde auf Grund 
von mehreren Hunderten von Einzelversuchen zusammengestellt. 
Neben einer bei weitem tberwiegenden Mehrzahl von gelungenen 
Versuchen sind auch mehrere miblungene Versuche zu verzeichnen. 
Als soleche werden die Falle bezeichnet, wo der bisher mehrmals 
festgestellte positive Effekt ausblieb, d. h. Induktion und Kontrolle 
zusammenfielen. In der Mehrzahl derartiger Fille konnte der 
Grund des MiBerfolges leicht ermittelt werden: es handelt sich in 
der Regel um das Versagen der Hefekultur, die infolge eines techni- 
schen Fehlers in ihrer Vermehrung mehr oder weniger vollstandig 
gehemmt wird.!) Man iberzeugt sich, daB in diesem Umstande 
der Grund des Mi®erfolges liegt, durch entsprechende Kontroll- 
versuche mit anderen, lingst bewahrten Strahlungsquellen, die aim 
gleichen Hefematerial ebenfalls ohne Erfolg bleiben. 

In der Versuchsserie mit Glycyl-Glycin—Erepsin hatten wir 
indessen auch einige Fille zu verzeichnen, wo der Miberfolg offen- 
bar auf das Versagen der Strahlungsquelle selbst zurickgefiilrt 
werden muBte. Ks dirfte sich wohl entweder um Schwankungen 
der Aktivitaét der einzelnen Portionen des EKrepsins oder um mange!- 
hafte Regulierung der Temperatur in der kleinen Quarzkammer 
(vel. oben) handeln. 

Indem wir alle unserer Methodik anhaftenden Mangel aus- 
fiihrlich besprechen, méchten wir gleichzeitig betonen, daB jece 
im Spektrum verzeichnete Linie auf Grund wiederholter, an ver- 


1) Als Detektor geeignete Kulturen miissen in der etwa 4 Stund: 1 
waihrenden ,,Nachwirkungszeit*’ (bei 28°) mindestens eine Verdoppelung « 
urspriinglichen Zellenzahl (in der Kontrolle) durchgemacht haben. 
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«juedenem Material im Verlaufe von einigen Monaten  vor- 
nommener Priifung angegeben wird. Mehrere Linien wurden 15, 
enige 18—20mal geprift. Auch die als ,,Nulleffekte’’ verzeich- 
neten leeren Bezirke wurden mehrmals mit konstantem negativem 
| rgebnis gepriift. 

Die Ergebnisse waren iiberall eindeutig, mit Ausnahme des 
iinerhalb der Grenzen 1960—2000 Angstrém gelegenen Bezirkes, 
wo wir zu keinem bestimmten Ergebnisse gelangen konnten. Es 
bleibt daher dahingestellt, ob nicht eine schwache Strahlung auch 
in diesem Bereiche vorliegt. 

Die Ergebnisse der beiden groben Versuchsserien werden in 
vraphischer Form (vel. Fig. 2) dargestellt. Von der Mitteilung des 


790 <700 <000 TMH - 
TT |= 


Tn 


*% * 














Fig. 2 
/--Spektrum der Pepsinverdauung, “-Spektrum der Erepsinwirkung. 
Die feinen Streifen = 10 Angstrém. 
Die doppelten Streifen aus je 2 benachbarten a 10 Angstrém gewonnen. 
Mit * werden ,,schwache Linien‘S (Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen 
zwischen 15—20°/, Induktionseffekt bezeichnet. 


Zahlenmaterials kann dabei abgesehen werden. Wir wollen uns 
vielmehr auf eine Stichprobe beschranken, die sich auf eine grébere, 
an eminem Tage mit dem gleichen Hefematerial durehgefiihrte 
Serie bezieht. 

Diskussion der Ergebnisse. 


Wiewohl die oben geschilderten Fehlergrenzen und Kin- 
schrankungen unserer Methodik uns eine gewisse Reserve in der 
bewertung unserer Ergebnisse auferlegen, so diirfen wir mit voller 
bestimmtheit behaupten, daB die mitogenetischen Spektren 
der beiden gepriften Abbauprozesse zum mindesten im 
wesentlichen miteinander wbhereinstimmen, da eine Uber- 
cinstimmung von 10 Streifen a 10 Angstrém Breite festgestellt 
werden konnte. Es kann aber aus dieser Ubereinstimmung mit 

‘ler Berechtigung gefolgert werden, daB in den von uns ge- 
priiften Fallen das Spektrum nur die Art der gesprengten 
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labelle. 
Induktion mit Hundemagensaft mit Serumalbumin. 


(Exposition 2’, Temperatur 37—39°.) Die Zahlen geben die Saulenhéh: . 














in den Myzetokritréhren in mm an. Die einzelnen zum Vergleich heras. \ 
yvezogenen (d.h. bei einem Versuch gebrauchten) paarigen Réhren wurd:«y (. 
vorher genau mit Quecksilber geeicht und durch vorangehende Blindversuc)\« 
vorgepriift. Die verschiedenen Paare unseres Réhrenvorrates sind indess: 1 is 
untereinander nicht vergleichbar, da die Durchmesser der Capillaren nur in at 
dem Falle iibereinstimmen, wenn die beiden Myzetokrite aus einem gemein di 
samen Rohrenstiick hergestellt werden. da 
: I 
Saulenhéhen in mm Induktionseffekt 
Wellenlangen Ul 
Kontrolle — Induktion in 5 au 
2320—2330 15 15 0 We 
15 15 0 La 
15 15 0 ve 
14 14 0 
2330 —2350 20 23 15 Ha 
1) D4 20) In diesem | Versuche 
1) 5 25 wurde an Stelle eines 
20 6 30) Spaltes von 10 A. 5] 
0) a5 a5 Breite ein solcher von wi 
0) By 31) 20 A. genommen P; 
2350 — 2360 19 19 0 
19 19 0 tu 
2360— 2370 18 17 ? MI 
i" 18 ; Mi 
2380— 2390 12 16 33 
9 12 33 ul 
i) 12 33 
2390— 2400 1d Is 20 : 
15 2) 33 aa 
2] 26 24 Dp 
20 24 20 oh 
Die Ergebnisse der Priifung des Streifens 2360—2370 blieben in diesc1 lis 
Versuchsserie an der Fehlergrenze (vgl. den Aufsatz von Gurwitsch in den ke 
Naturwissenschaften, wurden daher mit ? bezeichnet). de 
kG 
Bindung, ganz ungeachtet der Liingen der Polypeptidkette und - 
der Zusammensetzung der benachbarten Gruppen, widerspiege!'. ir 


bie von uns erhaltenen Spektren werden mit anderen Worten 

ausschlieBlich durch Sprengung der Gruppe or erzeugt, {a 
O 

ja das Glyevl-Glycin gar keine weitere in Betracht kommen |: 


fermentativ spaltbare Gruppe enthalt. 
Bei der Spaltung des Serumalbumins kamen natiirlich au}: 
andere Bindungen in Betracht, so z. B. eine Atherbindung ©: 









Die Spektralanalyse der mitogenetischen Strahlung usw. YOT 
. « c aad 


(1-Gruppe der Oxysiiure mit COOH, und moglicherweise auch 
videre. Sollte es bei der Pepsinverdauung zur Aufspaltung auch 
{oser Bindungen kommen, so muBten im Spektrum der Pepsin- 
, rdauung noch weitere Bestandteile auftreten, die dem Glycyl 
en (lyeinspektrum fehlen, dies allerdings unter der Voraussetzung, 
diB die betreffenden chemischen Spaltungen ebenfalls unter mito- 
conetischer Strahlenbildung einhergehen.!) Wir wissen aber, dab 




































T die beiden Spektren im wesentlichen wbereinstimmen. Obwohl wir 
darin keinen eindeutigen Beweis dafiir erblicken dirfen, da®B im 
— liwei{ Atherbindungen oder andere Bindungen fehlen, sprechen 


unsere Ergebnisse doch sehr dafiir, da®B die Pepsinwirkung sich 
auss¢chheBlich auf die Sprengung der Peptidbindungen beschriinkt, 
was In bestem Einklange mit den Angaben von Waldschmidt- 
Leitz und Simons?) steht, die bei Pepsinwirkung das Auf- 
treten der Amino- und Carboxylgruppen im Verhaltnisse von 1 : 1 
nachwiesen. 

Die Frage, ob die Zusammensetzung des mitogenetischen 
Spektrums nur durch die Art der gesprengten Bindung bestimmt 
wird, diirfte eine prazisere Beantwortung durch die von uns geplante 
Prifung weiterer Verbindungen erfahren: so kiime z. Bb. die Spal- 
tung der Hippurséure durch Histozym oder die Ausscheidung von 
Ammoniak aus den Amidosiuren (etwa Asparagin) in Frage, da 
man ja wohl annehmen darf, dab diese Verbindungen nach dem 
vleichen Typus wie die Peptide gebaut sind. 

Die mitogenetische Spektralanalyse diirfte im weiteren eine 
vroBe Bedeutung zur Klarung mancher schwieriger Fragen der 
Biochemie erlangen, insbesondere, wo es sich um Entscheidung, 
ob hydrolytische oder Oxydationsprozesse vorliegen, handeln sollte. 


I's ist auBerdem auch die Moéglichkeit zu erwigen, dali bei um- 
n kehrbaren fermentativen Umsiitzen die Spektren verschieden bet 


den Vorgaingen der Aufspaltung und der Resynthese ausfallen 

kénnten. Sollte dies zutreffen, so kénnte man hoffen, der noch 

ungelésten Frage der Plasteinbildung unter dem Einfluf der 

proteolytischen Fermente niher treten zu k6énnen. 

a 

7 1) Fir Phosphorséureather liegt bereits ein derartiger Nachweis vor 
?hosphataseeinwirkung auf Thymonucleinsiure und auf Lecithin nach 
\.u. L. Gurwitsch), Biochem. Z. 246, 194 (1932)]. 

2) Diese Z. 156, 29, 99 (1926). 





Uber das Co-Ferment der Milchsiureoxydation. 


Von 


I. Banga, A. Szent-Gyérgyi und L. Vargha. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1932.) 


iis wurde vor mehreren Jahren von einem von uns gezeigt!), 
daB die Oxydation der Milchsiure durch den Muskel an die Gegen- 
wart eines Co-Fermentes gebunden ist. Das spitere Studium der 
Arsenvergiftung erbrachte dann den Beweis, daB dieses Co-Ferment 
nicht nur die Oxydation der Milchsiiure vermittelt, sondern 
scheinbar das allgemeine Co-Ferment der Hauptatmung dar- 
stellt.2-4) Die arsenige Saéure entfaltet namlich ihren deletaéren 
KinfluB auf die Atmung eben dadurch, daB sie die Oxydations- 
prozesse vergiftet, an denen dieses Co-Ferment beteiligt ist. 

Die Entdeckung und partielle Isoherung des Co-Fermentes 
eroffnete nun die Méglichkeit, die Milchsiiureoxydation eingehender 
zu studieren. Ohne das Co-Ferment war soleh ein Studium un- 
moglich, da im ungewaschenen Muskel die Oxydation der Milcli- 
siure durch andere Oxydationsprozesse verdeckt wird, der ge 
waschene Muskel hingegen wegen Mangel an Co-Ferment die Milcli- 
siiure nicht angreift.6) Die Oxydation der Milchséure, die durcl: 
das Co-Ferment vermittelt wird, ist eine dehydrogenierende. Ohne 
Co-Ferment findet im aeroben Versuch keine Sauerstoffaufnahme., 
im anaeroben Versuch keine Reduktion von Methylenblau statt.’ 


1) A. Szent-Gy6érgyi, Biochem. Z. 157, 50, 67 (1925). 

*) A. Szent-Gy6érgvi, Biochemic. J. 24, 1723 (1930). 

3) I. Banga, L. Schneider u. A. Szent-Gy6érgyi, Biochem. Z. 240. 
462 (1931). 

') I. Banga u. A. Szent-Gyoérgyi, Biochem. Z. 246, 203 (1932). 

») Is werden also durch den gewaschenen Muskel eben diejenigen Stoti: 
dehydriert, an deren Oxydation kein Co-Ferment beteiligt ist und denen son 
wahrscheinlich auch keine energetische Bedeutung zukommt, wahrend ¢ 
physiologisch bedeutungsvollen Wasserstoffdonatoren durch den gewaschen \) 
Muskel wegen Mangel an Co-Ferment nicht angegriffen werden. Dies sche: 
eine neue Beurteilung der Thunbergschen Versuche nétig zu machen. 
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In vorliegender Arbeit werden Versuche mitgeteilt, die ein 
eingehenderes Studium der Milchséureoxydation vorbereiten sollen. 
Als Material diente durchweg der gewaschene Herzmuskel des 
schweines. Die Zubereitung der Suspensionen sowie die Methode 
der Atmungsmessung wurde bereits in einer friiheren Arbeit 
hesehrieben.?, #) 


Co-Fermentpraparate. 


Eine Methode zur Herstellung von Co-Fermentpraparaten 
wurde ebenfalls in unserer friiheren Arbeit beschrieben.+) Leider 
aber zeigte sich diese Methode zu umstandlich, kostspielig und durch 
iire Schwerfalligkeit zur Herstellung gréBerer Mengen des Co-Fer- 
mentes ungeeignet. Darum haben wir die ersten Schritte der 
Priparierung einer Revision unterzogen. Die neue Methode zur 
Herstellung roher Co-Fermentpriparate ist die folgende: 


2 Liter des gekiihlten Kochsaftes') werden mit Salpetersiure versetzt, 
bis die Flissigkeit Thymolblau stark rétet. Dann werden 50g gepulvertes 
Mercurinitrat unter Riihren im Kochsaft , 
aufgelést. Nachdem sich der Niederschlag 
einigermaBen abgesetzt hat, wird de- 
kantiert, dann der Niederschlag auf einen 
Biichnerfilter gegossen. Das Wasser wird 
griindlich abgezogen, der Niederschlag 
mit Wasser, Methylalkohl und Aceton ge- 
waschen. Dann wird der Niederschlag in 
einem Mérser in etwa 50 ccm Aceton sus- 
pendiert, das Aceton abgesaugt. Bei 
diesem, wie auch dem _ nachfolgenden 
Absaugen von Ather—Aceton erwies sich 
eine Kerze auBerst brauchbar, die wir 
selber aus einem Biichner durch Abbrechen und Abschleifen des Randes her- 
gestellt haben und die in beiliegender Figur abgebildet ist. Der Niederschlag 
wird nicht aufgegossen, sondern die Kerze wird mit dem daran festgesaugten 
Filterpapier in die Suspension eingetaucht. Die Kerze wird durch einen 
Gummischlauch mit einer Saugflasche verbunden. 

Das somit vom Wasser befreite Pracipitat wird in etwa 50 ccm einer 
HCl-Aceton—Atherlésung suspendiert, die durch Mischen von 5 ccm starker 
HCl, 50 cem Aceton und 25 ccm Ather hergestellt ist. Das Lésungsmittel, das 











1) a. a. O., S. 228, FuBnote 4. 

*) Bei vorliegender Arbeit wurde die Methode nur soweit verandert, daB, 
mit Riicksicht auf die groBe Labilitét der Milchsiuredehydrase, der Muskel 
mit eisgekiihltem Wasser gewaschen und dann, in Phosphat suspendiert, bei 
0° C aufbewahrt wurde. Wir erhielten den Eindruck, daB die Herzen im Winter 
viel aktivere und resistentere Dehydrasepraparate ergeben als im Sommer. 
Die Verainderung scheint gegen Beginn Mai scharf einzusetzen. Dasselbe Ver- 
halten wurde 1931 und 1932 beobachtet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 16 
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sich durch das Saurehimatin rot fairbt, wird abgesaugt, der Rest nochma|s 
in 50 ccm derselben Lésung suspendiert, nochmals abgesaugt, dann mit 50 ccm 
Aceton in derselben Weise gewaschen. Die zuriickbleibende gelbe Substanz 
wird dann in etwa 25 ccm Wasser griindlich suspendiert. Nun wird tropfen- 
weise 10°/,ige HCl zugesetzt, bis die Flissigkeit Thymolblau stark rétet, 
Dann werden stufenweise 10 ccm kaltgesattigte Sublimatlésung zugesetzt, 
5 mg gepulvertes Sublimat werden griindlich in der dicken Suspension ver- 
rieben. Dann wird weiterhin tropfenweise HCl zugesetzt, bis sich das Pri- 
cipitat scharf abscheidet und eine klare Lésung hinterlaBt, die weder auf 
Zugabe von HCl noch von Sublimat ein Pracipitat gibt. Dann wird an einer 
kleinen Biichnerkerze filtriert. Der Riickstand wird mit etwa 5 cem Wasser 
gewaschen und dann wieder in etwa 10 cem Wasser suspendiert, dann mit 
HCl wie oben angesaduert, mit 5 ccm Sublimatlésung versetzt, filtriert, mit 
etwas Wasser gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden bei 5—10°C in 
vacuo rasch auf etwa 5—7 ccm eingeengt. Dann werden 10 ccm Aceton 
zugesetzt. Hierbei lost sich der weiBe Niederschlag, der sich beim Einengen 
gebildet hat. Die klare Lésung wird in eine Zentrifugenréhre gegossen und dann 
soviel Aceton zugesetzt, daB das Volum des Acetons das 10fache des Volums 
der eingeengten Lésung betragt. Dann wird gut durchgerihrt, in Eis etwa 
i Stunde lang stehen gelassen und abzentrifugiert. Das Pracipitat wird noch 
mit etwas Aceton gewaschen, in vacuo getrocknet, pulverisiert und im Exsic- 





cator aufbewahrt. 

Das erhaltene, etwa 250 mg wiegende Pulver zeigt eine starke 
Co-Fermentaktivitit. 2mg zu 1,5 ecm Dehydrase (0,45 ¢ ge- 
waschener Muskel) zugesetzt, verbraucht in Gegenwart von 
1/9 m-Milchséiure in 10 Minuten etwa 100 cmm O,. Das Co-Fer- 
ment zum Muskel allein zugesetzt, gibt keine oder eine nur ganz 
geringe (10 emm) O,-Aufnahme. Die Co-Fermentpraparate ent- 
halten in diesem Stadium noch etwas Quecksilber und miissen vor 
Gebrauch in ihrer Lésung mit H,S behandelt werden. 

Die Priparate stellen ein goldgelbes Pulver dar, die einen 
gelben, reversibel reduzierbaren TF arbstoff enthalten, den = wir 
bereits unter dem Namen Cytoflav beschrieben haben.) Der 
Cytoflavgehalt der Praiparate ging stets mit ihrer Aktivitat parallel. 
Ob der Farbstoff einen integrierenden Bestandteil des Co-Fermentes 
bildet, kann noch nicht festgestellt werden. 

Die chemische Natur des Co-Fermentes soll in spateren Ar- 
heiten behandelt werden. Bis jetzt steht so viel fest, daB das 
Co-Ferment weder mit Adenylsiuret), noch mit Adenylpyro- 
phosphorsiure?) identisch ist. Die sehr groBe Adsorbierbarkcit, 
die ihre Darstellung so schwierig gestaltet, macht auch ihre 
Identitit mit dem Eulerschen Géarungs-Co-Ferment in holhew 


') a, a. O., S, 228, FuBnote 4. 
?) I. Banga u. E. Szent-Gy6rgyi, Biochem, Z. 247, 216 (1932). 
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\MaBe unwahrscheinlich. In welcher Beziehung es zum Co-Ferment 
von Warburg und Christian?) steht, kann nicht beantwortet 
werden. 


Beobachtung tiber Oxydation der Milchsaure. 

Die Beobachtung, auf die alle weiteren Versuche aufgebaut 
sind, ist die folgende: Gewaschener Muskel gibt keine oder eine 
sehr germge (O—10cmm in 10 Minuten) Sauerstoffaufnahme. 
Wird Milchsiure (0,1 Mol., Racemikation) zugesetzt, so wird keine 
Zunahme der Sauerstoffaufnahme beobachtet. 2 mg des Co-Fer- 
mentpraéparates, allem dem Muskel zugesetzt, bedingt nur eine 
vanz geringe Zunahme der Sauerstoffaufnahme, die in 10 Minuten 
J—40 cem betragen kann. Wird das Co-Ferment mit Milchsiure 
zugesetzt, so erscheint eine intensive Sauerstoffaufnahme, die fiir 
(.45 ¢@ gewaschenen Muskel in 10 Minuten etwa 80—150 cem 
hetragt. Bei fortgesetzter Beobachtung nimmt wegen Inakti- 
vierung der Dehydrase die Oxydation stets ab, ist aber in den 
ersten 50 Minuten des Versuches noch recht intensiv. Die 
Methylenblaureduktion Jaéuft im anaeroben Versuch mit der 
sauerstoffaufnahme parallel. 

Zur Feststellung der Frage, welche Komponente der racemi- 
-chen Milchsiure die Sauerstoffaufnahme bedingt, wurde links- 
drehende Milchsiure tber das schwerldsliche Morphinsalz her- 
vestellt und in ihrer Oxydation mit der rechtsdrehenden verglichen. 
fs zeigte sich, da die rechtsdrehende Milchsiure schon in sehr 
veringer Konzentration, wie 1/59) Mol., mit groBer Intensitit an- 
vegriffen wird, wihrenddessen die linksdrehende Milchsiéure bei 
dieser Verdiinnung keine Sauerstoffaufnahme zeigt. Nur in héherer 
Konzentration, wie 1/19) Mol., gibt die linksdrehende Siure eine 
schwache Sauerstoffaufnahme, die aber mdéglicherweise der als 
Verunreinigung anwesenden geringen Menge der rechtsdrehenden 
Siure zugeschrieben werden kann. Die rechtsdrehende Milchsiiure 
bedingt ungefaihr dieselbe Sauerstoffaufnahme wie die 2fache 
\onzentration der racemischen Séure. Aus diesen Versuchen kann 
also geschlossen werden, da8 die links-Milchsiure nicht oder nur in 
sehr geringem Ma8Be oxydiert wird, aber keinen hemmenden 
LinfluB auf die Oxydation der d-Milchsiure ausiibt. 

Die zweite Frage, die wir zu beantworten suchten, war die 
der Abhaingigkeit der Oxydationsintensitéit von der Milchsiiure- 
konzentration. Entsprechend dem obigen Resultate konnte fiir 





1) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 242, 206 (1931). 
16* 
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diese Frage nur die rechts-Milchsiiure verwendet werden. Der ge- 
waschene Muskel wurde also (0,45 g) in Gegenwart von 2 me 
Co-Ferment im Barcroftapparat mit verschiedenen Konzentra- 
tionen der rechts-Milchsiéure bebriitet. Es wurden Konzentrationen 
von 1/,.—1/.., Mol. verwendet. Die Inténsitét der Sauerstoff- 
aufnahme war bei 1/;>—/s9) Mol. anniihernd identisch. Wird 
0,01 Mol. mit 0,002 Mol. verglichen, so findet man den Unterschied 
in der Intensitét der Sauerstoffaufnahme in den ersten 10 Minuten 
der Beobachtung gering, etwa 25°/). Bei weiterer Beobachtung 
wird der Unterschied aber rasch gréBer, da durch die Oxydation 
die Konzentration der Milchsiure bei 0,002 Mol. sehr rasch ab- 
faillt. Da die ersten 10 Minuten der Oxydation nicht zur Beob- 
achtung gelangen, kann extrapoliert werden, daB die Anfangs- 
geschwindigkeit der Oxydation bei 0,01 und 0,002 nicht wesentlich 
verschieden war. Zusammenfassend kann also festgestellt werden, 
daB der gewaschene Muskel imstande ist, Milchséure auch schon 
in sehr hoher Verdiinnung, wie 0,002 Mol., mit einer groBen In- 
tensitit zu oxydieren, die der maximalen Intensitat, mit der der 
Muskel Milchsiure tiberhaupt oxydieren kann, gleich ist oder ihr 
recht nahekommt. 

Die hohe Intensitaét, mit der der Muskel Milchséure schon bei 
weitgehender Verdiinnung zu oxydieren vermag, erdffnete dic 
Moglichkeit, festzustellen, wieviel O, bei der Oxydation der Saure 
verbraucht wird. Obwohl diese Frage auf den ersten Blick sinnlos 
erscheint, ist ihre Beantwortung doch von Wichtigkeit und zwar 
aus dem folgenden Grunde: Bekanntlich wird im ungewaschenen 
Muskel nicht die gesamte Milchsiure oxydiert, sondern ein Teil 
der Siure wird stets zu Zucker resynthetisiert. Diesen Vorgang 
kann man sich in zweierlei Weise vorstellen: man kénnte denken., 
daB z. B. bei Meyerhof Quotient 1/, jedes dritten Molekiils der 
Milchsiure unter Verbrauch von 30, vollstaéndig wegoxydiert wird 
und die freiwerdende Energie dann zur Resynthese des Restes 
gebraucht wird. Diese Weise der Erklarung bzw. Knergieiiber- 
tragung, zu der auch Meyerhof zu neigen scheint, wird ,,thermo- 
dynamische Kuppelung“ genannt. Man k6énnte aber auch denken, 
daB nicht jedes dritte Molekiil wegoxydiert wird, sondern (unter 
Verbrauch von 10,) bloB 4/3 eines jeden einzelnen Molekiils, d. h. 
1 C-Atom von jedem Milchsiuremolekiil aboxydiert wird, wobe! 
wieder 1 Kohlenhydratisomer (Glykolaldehyd) entsteht, das selbst 
spontan zu Glykose polymerisiert werden kann. Parnas und Baer’) 


1) Parnas u. Baer, Biochem. Z. 41, 386 (1912). 
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haben gezeigt, daB dieser Cyklus in jeder Phase exotherm verliuft. 
Fine derartige Theorie der Milchséureresynthese, der wir auch seit 
Jahren zuneigten, wurde auch unlangst von Connant entwickelt. 
Bei dieser Vorstellungsweise ist keine Energieiibertragung von 
Molekiil auf Molekiil nétig und die Reaktion, Resynthese von 
| Zucker, ist nicht thermodynamisch, sondern direkt oder chemisch 
| cekoppelt. Sicherlich ist diese Theorie sehr anziehend, obwohl sie 
keine Erklarung fiir den Meyerhofquotienten 1/,—1/, gibt. Sollte 
aber die Theorie doch richtig sein, so wiirde man finden, daB der 
\Muskel fiir jedes Molekiil der verschwundenen Milchsiure nicht drei, 
sondern bloB 1 Molekil O, verbraucht. 

Wir versuchten diese Frage in zweierlei Weisen zu beantworten. 

Wir lieBen den gewaschenen Muskel in Gegenwart von Co-Ferment 
| auf tberschiissige Milchsiure (0,01 Mol.) einwirken, bestimmten 
die Menge des verbrauchten O, und die unverbrauchte Milchsiure. 
Der Versuch gab folgende Zahlen: 

Versuch: 3 ccm Muskel (0,9 g) gewaschen; 3 mg Co-Ferment in 0,6 ccm 
Wasser; 0,4 cem n/5-d-Lactat. 

Versuch I. Milchsiure zu Beginn des Versuches 6,63 mg, zu Ende 
5,39 mg, bestimmt nach Fiirth-Charnas. Verschwunden also 1,24 mg. 
0, verbraucht: 841 cmm (reduziert), berechnet fiir totale Oxydation (30, auf 
| Mol. verschwundene Saure): 925 cmm Q,. 

Versuch II. Milchsiure zu Beginn 6,63 mg, zu Ende 5,59 mg. Ver- 
schwunden also 1,04 mg. O, verbraucht 702 cmm, berechnet 776 cmm. 

Versuch III. Lactat zu Beginn 5,35 mg, zu Ende 3,85 mg. Oxydiert 
wurden also 1,50 mg Michséure. Verbraucht wurden 737 cmm Q,. Fiir die 
totale Oxydation von 1,5 mg Milchsiure berechnet 1120 cmm Q,. 

Die Versuchsdauer war in allen 3 Versuchen 2 Stunden. In der Be- 
rechnung des Sauerstoffverbrauches wurde die Menge des O, abgezogen, die 
eine andere Portion desselben Muskels mit Co-Ferment ohne Milchséure ver- 
braucht hat. 

In den ersten 2 Versuchen wurde also um 10°/, weniger Sauer- 
stoff verbraucht als es der totalen Oxydation der verschwundenen 
Milchséure zu CO, und H,O entsprach (80, fiir jedes Mol. Milch- 
siure). Im 38. Versuch war der gefundene Wert um 30°/, kleiner. 
In allen 8 Versuchen ist also der Verbrauch wesentlich mehr, als es 
1 Mol. Og auf 1 Mol. Milchséure entsprechen wiirde. Der geringe 
Unterschied von 10°/, kann vielleicht auch der anwesenden 1-Milch- 
siure gugeschrieben werden. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde nur soviel Milchsiéure 
dem Muskel zugesetzt, als der Muskel vollkommen wegzuoxydieren 
vermag. Die Ablesungen wurden fortgesetzt, bis kein Sauerstoff 

mehr aufgenommen wurde (2 Stunden). Auch hier wurde der 
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Betrag von O, in Abzug genommen, den der Muskel mit Co-Fer- 
ment allein aufnahm. In einem parallelen Versuch wurde mehr 
Milchsiure zugesetzt um zu zeigen, daB der Muskel imstande war 
auch wesentlich mehr zu leisten. 

Versuch: 3 cem Muskel, 3 mg Co-Ferment in 0,6 ccm Wasser, 0,4 ccm 
m/50-d-Lactat. 

Versuch I. Sauerstoff aufgenommen (reduziert) 446 ccm. Berechnet 
fiir totale Oxydation der zugesetzten Saure 495 cmm. 

Versuch II. Beobachtet 463 cem, berechnet 495 cmm. 

Auch hier stimmen die Ergebnisse also, so wie in den obigen 
2 Versuchen, mit den theoretischen Werten fiir totale Oxydation 
bis auf 10°/, tiberein. Die Versuche zeigen also, daB bei der Oxy- 
dation der Milchsiure durch den gewaschenen Muskel ein Teil der 
Molekiile vollsténdig oxydiert wurde, das eine direkte Kopplung 
der Resynthese auszuschlieBen erlaubt, soweit die Ergebnisse mit 
gewaschenem Muskel ittberhaupt auf das Geschehen im normalen 
Muskel schlieBben lassen. 

Die nachste Frage, die uns beschiftigte, war die wtber di 
Wege der Milchsiureoxydation. Nachdem alle Versuche, inter- 
mediiire Produkte abzufangen, fehlgeschlagen haben, wurde ver- 
sucht festzustellen, welche Substanzen der Muskel in Gegenwar' 
von Co-Ferment zu oxydieren vermag, die méglicherweise am Wege 
der Oxydation liegen kénnten. Wie wir denken, haben wir alle 
moglichen in Betracht kommende und herstellbare Substanzen }i- 
zu den 1C-atomigen Verbindungen einer Priifung unterzogen. Dic 
Substanzen waren die folgenden: Brenztraubenséure, Glycerin- 
siiure, ‘l'artronsiure, Mesoxalsiiure, Acetaldehyd, Glykol, Glykol- 
aldehyd, Glyoxal, Essigsiiure, Oxyessigsiiure, Glyoxylsiure, Oxal- 
siiure, Methylalkohol, Formaldehyd, Ameisensiiure. AuBer der der 
Milchsiiure in ihrer Struktur so nahestehenden Brenztraubensiwre 
waren alle Versuche durchweg negativ. Die Brenztraubensiure 
wirkt in héheren Konzentrationen (0,01 Mol.) etwas hemmend uni 
wird in niedriger Konzentration (0,002 Mol.) in Gegenwart vou 
Co-Ferment (nicht ohne dieses) durch den Muskel oxydiert uni 
zwar meistens etwas weniger (0—50°/,) intensiv wie die Milchsaure. 





Wie dieses negative Ergebnis erklirt werden kann, soll hic 
nicht eingehender besprochen werden. Es scheint in die Richtung 
zu weisen, daB die landliufige Auffassung, daB bei der Dehydrierune 
die H-Atome paarweise unter Bildung von Doppelbindungen ab- 
gespalten werden (wihrend die Doppelbindung spiater wieder 
hydriert wird), unrichtig ist. Alle unsere Ergebnisse scheinen 
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dafiir zu sprechen, daB die Oxydation bzw. Dehydrierung derart 
vor sich geht, da das eimmal durch das Ferment adsorbierte 
Molekiil ganz aufgebrochen wird. Es laBt sich auch recht wohl 
vorstellen, daB das adsorbierte Milchsiuremolekiil eine Spannung 
erfahrt, die den vollsténdigen Aufbruch des Molekiils bewirkt. 
m Mit dieser Erklarung stehen auch die Versuche tiber den O,-Ver- 
brauch in Ubereinstimmung. Auch steht mit dieser Annahme 
unsere Unfahigkeit im Eimklange, intermediiire Oxydations- 
produkte der Milchsiure abzufangen. 

Zuletzt beschaftigte uns die Frage, ob bei der Milchsiure- 
oxydation sowie bei der Milchsiurebildung auch eine Phosphory- 
lierung stattfindet und vielleicht die Wirkung des Co-Enzyms in 
der Vermittlung dieser Phosphorylierung besteht. Diese Frage 
suchten wir dadurch zu entscheiden, da wir die Oxydations- 
ceschwindigkeit der Milchséiure in Gegenwart von Co-Ferment in 
Phosphat- und Ringerlésung gleichzeitig gemessen haben. In 
Ringerlosung war die Oxydation um ein klein wenig geringer. 
So verbrauchte z. B. in einem Versuch der Muskel (0,45 g) mit 
Co-Ferment (2mg) und Milchsiure (0,1 Mol.) in  Phosphat 
460 emm O, (unkorr. 37°) in 40 Minuten, in Ringerlésung 400 cmm. 
In einem anderen Versuch gab Phosphat 272, Ringerl6sung 240emm. 
Der Unterschied ist so gering, daB er gegen die Annahme spricht, 
daB eine Phosphorylierung der Milchsiure der Oxydation vorangeht. 


Zusammenfassung. 

Die dehydrierende Oxydation der Milchsiure ist an die Gegen- 
wart eines Co-Fermentes gebunden, das zugleich das Co-Ferment 
der Hauptatmung darstellt. 

Es wird die Herstellung roher Co-Fermentpriparate be- 
schrieben, 

Die rechtsdrehende Milchséure wird von dem gewaschenen 
] Herzmuskel in Gegenwart von Co-Ferment auch bei sehr geringer 
, Konzentration mit groBer Intensitéit oxydiert. Nur die d-Milch- 
siiure wird angegriffen. Die linksdrehende Siure wird nicht oder 
’ nur éuBerst schwach oxydiert, hemmt aber die Oxydation der 
rechtsdrehenden Saure nicht. 

Die angegriffenen Milchséiuremolekiile werden vollkommen zu 
CO, und H,O oxydiert. Eine Phosphorylierung scheint nicht 
stattzufinden. 
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(Okto- und Dekabromide der Behensdure).”) 
Von 


Hermann Rudy. 


[Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
(Kaiser-Wilhelm-Institut) in Miinchen.] 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juli 1932.) 


Bei der Bearbeitung der Frage nach den ungesiittigten Fett- 
siiuren des Hirnkephalins wurde iiber die Auffindung eines in 
organischen Lésungsmitteln léslichen ,,Oktobromids“ der Behen- 
siure vom Schmelzp. 163—164° berichtet [), ?)], das wir zum 
Unterschied von den fast vollkommen unléslichen, nichtschmel- 
zenden ,,¢-Oktobromiden“ als _ ,,8-Oktobromid“*) bezeichneten. 
Neuerdings hat auch Klenk’) iiber derartige Produkte berichtet, 
nachdem vor uns Levene und Simms’) eine iihnliche Beob- 
achtung gemacht hatten. Wir haben nun die damals aufgewortene 
Frage, ob eine Isomerie der entsprechenden ungesiittigten Saiuren 
(im Sinne einer verschiedenen Lage der Doppelbindungen) oder 
nur eine solche der Bromadditionsprodukte, von denen eine grolie 
Anzahl méglich ist, vorliegt, einer experimentellen Priifung unter- 
zogen. Dies konnte in einfacher Weise dadurch geschehen, dali 
man die Bromide entbromte und die gewonnenen Fettsiiuren 


neuerdings der Bromierung unterwarf. Theoretisch waren — bei 
Annahme einfacher Reaktionsvorgiinge — drei Méglichkeiten zu 
erwarten: 


1. Es entstanden aus den Siiuren der beiden isomeren Bro- 
mide wiederum die gleichen Bromide und zwar ausschlieBlich. 
Dann war der Fall der strukturellen Verschiedenheit gegeben. 

2. Es bildete sich aus den Siiuren der @-Form ein Gemisch von 
a- und §-Oktobromiden, aus denen der #-Form nur das f-Isomere. 


*) Man nennt das Gemisch der Okto-, Deka- ‘und vielleicht noch 
héheren Bromide, die sich von den héheren ungesittigten Fettsiuren ab- 
leiten, im allgemeinen einfach ,,Oktobromide“. Die Bezeichnung ,,8-Okto- 
bromid“ bezieht sich daher auf das Gemisch der léslichen Okto- und Deka- 
bromfettsiiuren. In diesem besonderen Falle handelt es sich fast ausschlieb- 
lich um Derivate der Behensiure, da die Fettsiuren mit 20 C-Atomen im 
Kephalin nur eine untergeordnete Rolle spielen.*) 
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In diesem Falle muBte bei der Bromierung und Entbromung eine 
irreversible Veriinderung des Molekiils stattgefunden haben, etwa 
im Sinne der Verschiebung einer Doppelbindung. 

3. Weiterhin bestand die Méglichkeit, daB aus den Siiuren 
der beiden Isomeren jeweils wiederum ein Gemisch von «- und 
3-Form entstand. In diesem Falle durfte man annehmen, dab 
sich die Fettsiiuren der beiden Formen selbst nicht unterscheiden, 
sondern da es sich um isomere Bromadditionsprodukte handelt, 
die sich jedesmal — je nach den Bedingungen der Bromierung 
— in einem bestimmten Verhiltnis zueinander bilden. 

Das Ergebnis unserer Versuche entsprach der zuletzt genannten 
Moéglichkeit. Sowohl bei der Bromierung der Siiuren der «-Bro- 
mide als auch der der f-Bromide erhielten wir wiederum die beiden 
Formen nebeneinander, und zwar war das Verhiltnis der @- zur 
3-Form bei der Wiederbromierung des f-Isomeren noch giinstiger 
als bei der des a-Bromids. Das spricht gewiB dafiir, dab wir es 
hier mit einem Fall von Stereoisomerie zu tun haben, und dab bei 
der Bromierung sich stets ein Gleichgewicht zwischen 
der léslichen und der unléslichen Form einstellt. Das 
etwas merkwiirdige Ergebnis, daB aus der #-Form bei der Wieder- 
bromierung mehr e«¢-Bromid entstand als aus der a@-Form, ist — 
wie wir spiiter noch sehen werden — auf giinstigere Verhiltnisse 
bei der 2. Bromierung zuriickzufiihren. 

Wir wollen hier gleich erwihnen, daB es nicht bloB eine 
lésliche Form gibt, sondern mehrere, die sich wiederum 
durch Schmelzpunkt und Lislichkeit unterscheiden. Die 
Bezeichnung ,,9-Oktobromid“ ist also dahin zu erweitern, daB alle 
léslichen Formen darunter fallen. Das Vorkommen von petrol- 
itherléslichen 8-Oktobromiden ist insofern nicht sicher erwiesen, 
als wir solche Produkte nicht isolierten. Beim Vergleich der 
Ausbeuten an @- und #-Form unter verschiedenen Bromierungs- 
hbedingungen laBt sich aber mit ziemlicher Sicherheit darauf schlieBen. 
Bei den in Ather léslichen muB man unterscheiden zwischen 
solehen, die in Alkohol leicht, und solchen, die schwer léslich sind. 
Zu bemerken ist, daB die Léslichkeitsunterschiede erst nach 1 bis 
2maligem Umkrystallisieren der Rohfraktion in Erscheinung treten, 
(da sie anfangs durch Léslichkeitsbeeinflussungen verdeckt werden. 
Entsprechend der geschilderten Lislichkeit unterscheiden sich auch 
ie Schmelzpunkte der einzelnen £-Oktobromide sehr stark von- 
einander. Wir fanden Produkte, die in Alkohol leicht léslich 
waren und zwischen 65 und 68° schmolzen, weiterhin solche die, 
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zwischen 110 und 150° schmolzen. Produkte vom Schmelz- 
punkt 155—165° traten sehr oft auf, wiihrend die vorhergenannten 
nur unter gewissen Bedingungen gefunden wurden, vor allem dann, 
wenn sich das Verhiltnis @- zu f-Form sehr zugunsten der 
letzteren verschoben hatte. Es scheint uns, da zuniichst die 
héher schmelzenden Bromide vom Schmelzp. 140—180° entstehen, 
und dab die niedriger schmelzenden Bromide dann gebildet werden, 
wenn sich das Verhiiltnis mehr zugunsten der léslichen verschiebt. 
Je weniger ¢-Form entsteht, desto zahlreicher sind also die Varianten 
der 8-Form. Neben den genannten fanden wir in geringer Menge 
des ofteren ein Bromid, das in viel Ather und warmem Benzol, ebensv 
in viel heiBem Alkohol léslich ist und bei 180—190° unter Zers, 
schmilzt, auBerdem ein solches, das sich bei 220—250° zersetzt uni 
in Ather oder Benzol léslich ist und aus heiBem Alkohol umkrystalli- 
siert werden kann. Wir fanden somit beziglich der Schmelz- 
punkte und Léslichkeiten eine in gleicher Richtung 
sich iindernde Reihe, an deren Anfang die unléslichen, 
nicht schmelzenden @-Bromide und an deren Ende die 
ganz niedrig schmelzenden §-Bromide stehen, eine Reihe. 
die man theoretisch auch erwarten mub, wenn man bedenkt, dal 
aus einer Siiure mit 4 Doppelbindungen allein 256 isomere Brom- 
additionsprodukte entstehen kénnen [Brown®)].*) Wir wollen selbst- 
verstiindlich nicht behaupten, daf die oben genannten Produkte 
Individuen darstellen; wir glauben vielmehr, daB es sich bei alles 
um Gemische handelt, trotzdem die Schmelzpunkte sich nach: 
mehrmaligem Umkrystallisieren als einigermaBen konstant erwiesen. 
Insofern kommt auch den Schmelzpunkten eine geringere Bedeutuny 
zu als den Léslichkeiten in Benzol, Ather und Alkohol, zumal 
die ersteren im allgemeinen sehr unscharf sind, und oft schon 
20—30° vor dem Schmelzen eine mehr oder minder starke Zer- 
setzung eintritt. 

Es lag nach dem Gesagten nahe, die Bedingungen der Bro- 
mierung niiher zu studieren. Insbesondere mufte man versuchen. 
die Ausbeute an «-Bromiden méglichst zu begiinstigen. Das er- 
schien uns sowohl fiir die priiparative als auch fiir die quantitative 
Seite der Fettsiurechemie von Bedeutung. Wir untersuchten 
demnach den Kinflu8 der Temperatur (im Bereich yon —15 bis 
+10°C), des Lésungsmittels, der Brommenge und Bromierungs- 
geschwindigkeit sowie der Konzentration auf die Ausbeute an 





*) Gefunden wurden stets nur die Racemate. 














Die a- und §-Formen der héheren Polybromfettsiiuren usw. 239 


¢- und f-Bromiden, und zwar verwendeten wir dazu das natiirliche 
Gemisch der Kephalinfettiiuren, dem nur ein Teil der Stearinsiiure 
entzogen war. 

Die Temperatur war in dem untersuchten Bereich ohne 
wesentliche Bedeutung. Dagegen erwies sich die Wahl des Lé- 
sungsmittels schon als wichtiger. Wir verwendeten Petroliither, Ather 
und Eisessig bezw. Gemische derselben. Dabei fanden wir, dab 
hei langsamer, tropfenweiser Bromierung (ohne groBen Uberschub 
von Brom) Ather die $-Bromid-Ausbeute wesentlich begiinstigt, 
withrend bei Verwendung von Petroliither und Eisessig mehr @-Bro- 
mide entstehen. Auch in Gemischen dieser Lisungsmittel zeigt 
sich dies. Bei rascher Bromierung mit betriichtlichem Bromiiber- 
schuB verwischten sich die Unterschiede, und es gelang durch 
rasche Bromierung mit Bromiiberschu8 in Ather eine héhere Aus- 
heute an a@-Bromiden zu erzielen als durch Verwendung yon 
Petroliither bei langsamer Bromierung. Die Konzentration spielte 
im Bereiche von 10—20°/, keine besondere Rolle. Direktes Son- 
nenlichts bewirkte — wie zu erwarten — Substitution, wobei unter 
Verminderung der Ausbeute an @-Bromiden hochbromierte alkohol- 
und iitherlésliche Bromide mit 78,0 und 87,8°/, Brom entstanden 
(Schmelzp. 162—165° bzw. 86—90°). 

Trotz dieser Erkenntnisse ist es uns nicht gelungen, die 
Ausbeute an g-Bromiden iiber ein gewisses Mab hinaus zu 
erhéhen. Wir konnten z.B.aus den ungesiittigten Fettsiuren 
der a«-Bromide im giinstigsten Falle wiederum ?/, als 
é-Bromide erhalten, der Rest war in die #-Form iber- 
eegangen. Unsere Ergebnisse sind in dieser Richtung giinstiger 
als die von Brown, der die Ausbeute des iitherunléslichen Anteils 
bei der Bromierung von Arachidonsiiure-methylester zu 25,6 °/, 
bestimmt hat. 

Immerhin war es denkbar, daB sich das Verhiltnis noch 
imehr zugunsten der @-Form verschieben lieB, wenn man das Brom 
statt als solches in verdiinnter Form, d.h. in einer Lésung in 
Kisessig verwendete. Aber diese Annahme hat sich nicht be- 
stiitigen lassen. Die Ausbeute an e@-Bromid war nicht hoher. 

Unsere Ergebnisse tiber das Vorkommen und die Bildungs- 
weise der g- und f-Oktobromide reihen sich an die bekannten 
T'atsachen der Existenz von «- und #-Tetra- bzw. Hexabrom- 
stearinsiuren an. Auch bei diesen Isomeren mufi man _ nach 
Rollet*) annehmen, daB die fliissigen bzw. niedrig schmelzenden 
Formen stereoisomere Bromadditionsprodukte der krystallisierten 
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héher schmelzenden Formen darstellen. Die Tatsache, daB Rollet 
bei der Wiederbromierung der aus der e-Hexabromstearinsiiure 
gewonnenen Linolensiiure nur 23°/, krystallisiertes a-Hexabromi( 
erhielt, entspricht den unsrigen Ergebnissen bei der Wiederbro- 
mierung der Siiuren der g-Oktobromide. Es ist indessen denkbar, 
daB die Ausbeute bei der Wiederbromierung der naeh Rollet ge- 
wonnenen Linolensiiure unter giinstigeren Bromierungsbedingungen 
hoéher ausfiallt. 

Uber die Bromierung zwecks quantitativer Abscheidung you 
krystallisierten Bromfettsiiuren diskutiert Lewkowitsch‘) ein- 
gehend. Nach ihm scheint die Methode von Kibner und Muggen- 
thaler’), die in Ather bei —10° im Verlaufe einer halben Stunde 
hromierten, die giinstigste zu sein. Fiir die «-Oktobromide hat 
sich bei uns allerdings noch schnelleres Arbeiten als giinstig er- 
wiesen. Uns scheint dieser zeitliche Unterschied indessen nicht 
wesentlich zu sein, da es sich um ganz verschiedenartige Siure- 
gemische handelt, die eine derartige quantitative Verschiebung 
verstiindlich erscheinen lassen. Ein weiterer Punkt der Unter- 
suchungen von Eibner und Muggenthaler verdient noch Be- 
achtung, niimlich der EinfluB des EKisessigs auf die Ausbeute an 
a-Bromid. Nach den genannten Autoren begiinstigt Hisessig die 
3-Form, liefert also geringere Ausbeuten an @-Hexabromid. In 
unseren Versuchen konnten wir fiir die Okobromide gerade das 
Gregenteil feststellen, indem EKisessig die Ausbeute an e@-Form 
erhéhte (bei langsamer Bromierung). Ob in diesem Punkte prin- 
zipielle Unterschiede zwischen den Hexa- und den Oktobromiden 
bestehen, kann man nicht sagen; sie scheinen uns aber unwahr- 
scheinlich. Wir glauben vielmehr, daB die optimalen Bedingungen 
fiir die Abscheidung der e-Form der einen Gruppe im wesentlichen 
auch fiir die der anderen Gruppe Giiltigkeit haben. Es kénnen 
aber noch andere Faktoren mit hereinspielen, die nicht geniigend 
beachtet wurden und mdglicherweise diese Unterschiede herbei- 
gefiihrt haben. 


Experimenteller Teil. 


Die Darstellung der Kephalinfettsiiuren geschah in der friiher beschrie- 
benen Weise.*) Die Jodzahl betrug 186. Die Lésungsmittel wurden 
wasserfrei verwendet. 


EinfluB8 der Temperatur und des Loésungsmittels. 


a) Bromierung bei —15° (in Atherund Petrolither). 5g Siure 
wurden in 40 cem Ather bzw. Petrolither gelést und in eine Kiltemischung 
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yon —20° gebracht. Sobald die Temperatur der Lésung —15° betrug, 
wurde langsam tropfenweise Brom zugefiigt und darauf geachtet, daB die 
Temperatur nicht tiber —12° stieg. Nach 30 Minuten wurde kein Brom 
mehr aufgenommen. Der Bromiiberschu8 wurde so bemessen, da8 deutliche 
Gelbfirbung des Lésungsmittels vorhanden war. Das Gemisch _ blieb 
8 Stunden im Eisschrank bei —5° stehen, dann wurde abzentrifugiert und 
der Niederschlag bis zur vollstindigen Entfernung des Broms mit Ather 
gewaschen, wobei die Waschfliissigkeit mit der Bromierungslisung ver- 
einigt wurde, und dann getrocknet. 


Ausbeute an a-Bromid: Ather . . . 1,10g%) 
Petrolither 1,61 g 
Der Ather, bzw. das Petrolither-Athergemisch wurden im kalten Luft- 
strom vertrieben und der Riickstand mit Petrolither einige Male ausgezogen 
(insgesamt 100 ccm) und getrocknet. 
Ausbeute an f-Bromid: Ather . . . 1,23 g**) 
Petrolither 1,19 g 
Schmelzp. nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 25 bzw. 15 cem 
absolutem Alkohol (wobei sich nicht alles ldste): 
Ather .. . 129° beginnende Verfiirbung, 149° geschmolzen 
Petrolither 132° ~ ‘i 153° 4 
b) Bromierung bei +5° (in Ather und Petrolither). Die 
Bromierung erfolgte in derselben Weise wie unter a) beschrieben. 


Schmelzp.: 240—260° Zers. 


Ausbeute an o-Bromid: Ather ... 1,2 ¢ 
Petrolither 1,6 g 
Ausbeute an f-Bromid: Ather .. . 1,39 g 
Petrolither 1,29 g. 


Schmelzp. nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol (wie oben): 
Ather ... 128° beginnende Verfiirbung, 154° geschmolzen 
Petrolither 119° * ‘ss 152° * 


Da die 4 §-Bromide gleichen Schmelzpunkt aufwiesen, wurden sie zu- 
sammen nochmals aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. 

Das in 55 eem Losliche krystallisierte wei8 aus, verfiirbte sich nach 
dem Trocknen aber zu einer gelblichen hornartigen Masse. Schmelzp.: 129°, 
beginnende Verfirbung, bei 162° klare gelbe Schmelze ohne sichtliche Zer- 
setzung. Brom 68,45°/,.***) Ausbeute 0,6 g. Der dabei ungelést gebliebene 


Schmelzp.: 240—265° Zers. 


*) Es ist dabei zu beriicksichtigen, dab «-Bromide stets durch die 
gelésten $-Bromide mit in die Atherlésung genommen werden. Sie finden 
sich dann beim Lésen des Atherléslichen in Alkohol, wo sie als unléslicher 
tiickstand bleiben, der sich nuninehr auch in Ather nur zu einem geringen 
Teil lést. Diese Anteile sind demnach noch zu den «-Bromiden zu rechnen. 
Ihre Menge betrug im allgemeinen 0,05—0,1 g pro 5 g Fettsiiuren. 

**) Diese ,,Roh‘‘-6-oktobromide enthalten natiirlich noch niedrigere 
Bromide wie z. B. a-Tetrabromstearinsiure. Die Ausbeuten sind aber trotz- 
dem ein MaB8 fiir den Verlauf der Bromierung. 

***) Die Brombestimmungen werden nach der von uns [*)] angegebenen 
Modifikation des Fendler-Stiiberschen Verfahrens gemacht. 
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Anteil wurde dann aus weiteren 110 ccm Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 0,15 g. Leichtléslich in Benzol. Brom 65,49°/,. Schmelzp. 142° 
beginnende Verfirbung, 170—180° Zers. 

Aus den gesammelten alkoholischen Mutterlaugen wurde durch Ein- 
engen und fraktioniertes Krystallisieren auBerdem ein $-Bromid gewonnen, 
das bei 65—68° schmolz und sich durch weiteres Umkrystallisieren nicht 
veriinderte. Ausbeute 0,5 g. Brom 66,98°/,. Weitere 0,3 g vom Schmelzp. 
62° und Bromgehalt 65,80°/, wurden nicht weiter gereinigt. 

3eim Umkrystallisieren des gesamten iitherléslichen Anteils aus Alkohol 
blieben stets geringe Mengen ungelést, die nun mehrmals aus sehr viel 
heiBem Alkohol umkrystallisiert wurden. Ausbeute 0,1 g. Schmelzp.: ab 
220° Graufiirbung, bei 250° Zers. Brom 66,97°/). 

Kin iihnliches Produkt erhielten wir durch Auskochen der «-Bromide 
mit heiBem Benzol, 5,5 g wurden mit 250 ecm Benzol ausgekocht und heil 
zentrifugiert. Nach dem Abkiihlen wurde wiederum von den ausgefallenen 
a-Bromiden abzentrifugiert und das Lésungsmittel im Vakuum auf 20 ecm 
eingeengt. Der Niederschlag wurde aus 15 ccm Benzol nochmals un- 
krystallisiert. Ausbeute 0,15 g. Schmelzp.: ab 238° Verfirbung, bei 270° nicht 
geschmolzen. Brom 68,62°/,. Dieses Bromid diirfte man zweckmibBig zu 
den «-Bromiden rechnen, obwohl es sich von diesen durch gréfere Léslich- 
keit unterscheidet. 

c) bromierung in Eisessig bei 5—10°. Die Bromierung geschah 
wie unter a) beschrieben mit Ausnahme davon, dali die Temperatur zwischen 
+5 und +10° betrug. Der Niederschlag wurde nach dem Zentrifugieren 
mit Ather ausgewaschen und getrocknet. Ausbeute an «-Bromid 1,56 ¢. 
Schmelzp.: 240° beginnende Verfjirbung, 260° Zers. 

Aus der Eisessig-Atherlésung wurde der Ather durch Durchsaugen von 
Luft entfernt, dann wurde mit Wasser versetzt, zentrifugiert und das Brom 
vollstiindig mit Wasser ausgewaschen, zum Schlu8B mit 50°/,igem Alkohol. 
Der Niederschlag wurde alsdann mit Petrolither (wie oben) extrahiert und 
getrocknet. Ausbeute 0,97 g. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol erhielten wir 0,4 g vom Schmelzp. 165—175° und Bromgehalt 68,53" ,. 


Einflu8 der Brommenge und der Bromierungsgeschwindigkeit. 


a) Langsames Bromieren unter Vermeidung eines gréBeren 
Bromiiberschusses (in Ather). 5 g Siure wurden in 40 cem Ather 
im Verlauf von 30 Minuten tropfenweise mit Brom gesiittigt. Temperatur 
—15 bis —12° BromiiberschuB bis zu geringer Gelbfiirbung der Lésung. 
Nach dreistiindigem Stehen bei —5° wurde zentrifugiert und wie iiblich 
gewaschen. Ausbeute an «-Bromid 0,82 g (graues Pulver). Schmelzp. 230 bis 
250° (Zers.). Aus dem itherléslichen Anteil wurde 1,28 g 6-Bromid ge- 
wonnen, das nach 8maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 127° er 
weichte und bei 140° schmolz. Ausbeute 0,3 g. Brom 67,95°/. 

b) Schnelles Bromieren mit grobBem BromiiberschuB (in 
Ather). Die Bromierung geschah innerhalb 10 Minuten bei sonst gleichen 
Verhiiltnissen. BromiiberschuB bis zu starker Rotfirbung der Lésung. 

Ausbeute an a-Bromid 1,86 g (weiBes Pulver). Schmelzp. 240—260° (Zers... 
Die wie iiblich gewonnenen §-Bromide betrugen 1,25 g. Aus ihnen wurden 
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durch Umkrystallisieren 0,3 g eines weiben Pulvers yom Schmelzp. 162 bis 
165° gewonnen. Brom 68,31°/. 

ec) Schnelles Bromieren mit grobem Bromiiberschu8 in 
Petrolither. Die Bromierung geschah wie unter b) beschrieben. 

Ausbeute an «-Bromid 1,69’g. Schmelzp. 240—250° (Zers.). Die 
Bromierungslésung wurde im kalten Luftstrom eingeengt, dann mit Wasser 
gefillt und das Brom vollstiindig ausgewaschen, zum Schlub mit 50°/,igem 
Alkohol. Dann wurde mit Petrolither mehrmals ausgewaschen und 
zentrifugiert. 

Ausbeute an f#-Bromiden 1,52 g. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Alkohol (3 mal) wurden 0,5 g eines grauweiBen Pulvers yom Schmelzp. 155° 
cewonnen. Brom 66,84 °/). 

d) Schnelles Bromieren mit grobem Bromiiberschub in 
Petrolither—Eisessiggemisch. 5 g Siure wurden in 80 ccm eines 
aus gleichen Teilen bestehenden Eisessig—Petrolithergemisches wie oben 
hromiert. 

Ausbeute an a-Bromid 1,71 g. Schmelzp. 240—260° (Zers.). 

Ausbeute an #-Bromid 0,89 g. Nach dreimaligem Umkrystallisieren 
aus absolutem Alkohol wurden 0,3 g 6-Bromid vom Schmelzp. 180—185° 
erhalten (Erweichen bei 160°). Brom 67,17°/, 

Die alkoholischen Mutterlaugen der unter a—d beschriebenen §-Bro- 
mide wurden eingeengt und nochmals fraktioniert krystallisiert. Es wurden 
erhalten Produkte vom Schmelzp. 160° (a), 135° (b), 100—105° (c) und 130° (d), 

Das am leichtesten lésliche Produkt, gewonnen aus den nunmehr ver- 
hliebenen Mutterlaugen, hatte einen Bromgehalt von 65,39°/, und schmolz 
bei 117° (ab 82° Erweichen). 

Es hat sich somit zeigen lassen, da schnelles Bromieren bei tiefer 
Temperatur und mibig starkem Bromiiberschub zu weit besseren Ausbeuten 
fiihrt als langsames Arbeiten mit geringem BromiiberschuB. 

EinfluB des Sonnenlichtes. Die Bromierungen wurden im direkten 
Sonnenlicht vorgenommen (5 g Séure in 40 ccm Loésungsmittel). Bromiert 
wurde langsam, tropfenweise bis zur schwachen Gelbfirbung der Lisung. 
Dauer: 30 Minuten. a) In Ather. Ausbeute an «-Bromiden 0,42 g. Schmelz- 
punkt 245—260° (unter Zers.). Ausbeute an $-Bromiden 0,68 g. b) In Petrol- 
iither. Ausbeute an «-Bromiden 1,22 g. Schmelzp. 250—260° (unter Zers.). 
Ausbeute an #-Bromiden 1,65 g. Es wurde also auch hier bei Verwendung 
von Petrolither statt Ather eine bedeutend héhere Ausbeute sowohl an 
«- als auch an §-Bromiden gefunden. In der Atherlisung scheinen gréBere 
Mengen von petrolitherléslichen $-Bromiden entstanden zu sein. 

Die beiden §-Bromide wurden vereinigt und umkrystallisiert. Dabei 
resultierte zuniichst ein hochschmelzendes Produkt vom Schmelzp. 162—165° 
und Bromgebalt 77,98°/,. Aus der Mutterlauge wurde ein weiteres vom 
Schmelzp. 86—90° und dem Bromgehalt 87,97°/, in einer Ausbeute von 
(2g erhalten. Diese Substanzen sind also keine Additions-, sondern Sub- 
stitutionsprodukte. 

Wiederbromierung der Fettsiuren der entbromten «-Bro- 
mide. 15 g «-Bromide vom Schmelzp. 240—260° und dem LBromgehalt von 
68,1°/, wurden durch Kochen mit 30 g Zinkstaub und 300 cem absolutem 
Alkohol entbromt. Nach 12 Stunden wurden 15 cem 7,5 n-alkoholische 
Salzsiure zugefiigt und nach nochmaligem 2 stiindigem Erhitzen hei filtriert, 
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Nach Ausschiitteln mit Petrolither wurde verseift und die daraus gewon- 
nenen getrockneten Fettsiiuren erneut bromiert. Je 1g wurde in 15 ccm 
Ather bzw. Petrolither gelést und bei — 15 bis — 10° mittelschnell bromiert. 
Bei Petrolither wurde nur ein miiiger Uberschub, bei Ather ein gréBerer 
verwendet. Nach 8stiindigem Stehen bei —5° wurde wie itiblich auf- 
gearbeitet, wobei diesmal auch der in Petrolither lésliche Anteil bestimmt 
wurde, da im Gegensatz zu den friiher verwendeten Siuregemischen keine 
Bromide von Linol- oder Olsiiure zugegen waren, die die Bestimmung 
hitten stéren kénnen, Wir geben im folgenden die ‘Ausbenten wieder. 








Bromiert in 


“Petrolither Ather I Ather II 











Ausbeute an a-Bromiden..... 0,85 | 0,90 | 0.87 
Petrolitherunlésl. §-Bromide . . 1,87 | 1,84 | 1,80 
Petrolitherlésl. Bromide .... . 0,26 | 0,24 | 0,22 
INN chk 6-6 ae ee eee | 2,98 g | 2,98 ¢ | 2,89 ¢ 


Die Gesamtausbeute ist also fast theoretisch, diejenige der a-Bromide be- 
triigt indessen knapp '/, der zu erwartenden. 

Die petrolitherunléslichen §-Bromide wurden zuniichst aus je 50 ecm 
absolutem Alkohol umkrystallisiert. Die Schmelzpunkte waren danach noch 
sehr unscharf. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus je 25 cem Alkohol 
wurden folgende Schmelzpunkte erhalten: 


Petroliither: 128° beg. Verf., 156° Schmelzen unter Zers.; Brom 67,91°,. 
Ather I: 136° ,, » 9 7 * 9 87,65°,. 
Ather II : 143° ,, » Sear ‘% m » » Cire ly 


Es traten somit auch hier wieder diejenigen $-Bromide auf, die wir friiher 
bei der Bromierung des Rohfettsiiuregemisches gefunden hatten. 

Die in Petrolither léslichen Bromide wurden zusammen aus 14 ecm 
absolutem Alkohol umkrystallisiert. Das zuerst in Form eines weiBen, 
flockigen Niederschlages erhaltene Produkt schmolz beim Erwarmen im 
Vakuum zu einem gelblichen Sirup zusammen (0,1 g). Brom 62,60°/,. Nach 
dem Bromgehalt ist dieses Produkt — falls es einheitlich ist — ‘nicht zu den 
8-Bromiden zu rechnen, so daB die Existenz petrolitherléslicher Oktobromide 
durch Isolierung nicht nachgewiesen werden konnte. 

Wiederbromierung der aus den $6-Oktobromiden erhaltenen 
Siiuren. Die verwendeten $-Oktobromide waren nicht ganz rein, sondern 
enthielten noch geringe Mengen von Tetrabromiden. Sie wurden wie oben 
geschildert entbromt. 2mal je 1g wurden getrennt in je 15 ccm Ather bei 
— 10° ziemlich schnell mit BromiiberschuB gesiittigt. Die weitere Auf- 
arbeitung erfolgte wie iiblich. 


Ausbeute an a-Bromid (I) 0,67 g, Schmelzp. 238—260° unter Zers. 
99 bh 9 (ID 0,65 £; ” 240—260° ” + bl 


Die in Petrolither unléslichen §-Bromide — das Petrolitherlosliche 
wurde infolge des Gehaltes des Ausgangsmaterials an Tetrabromiden nicht 
untersucht — fielen in folgender Ausbeute an: 
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I. 0,77 g, {Schmelzpunkt nach dem Um-| 124° beg. Verf., 145° klar. 
II. 0,90 g, | kryst. aus 30 cem Alkohol { 117° ,, — ae 


Beide wurden zusammen nochmals aus 30 cem Alkohol umkrystalli- 
siert. Ausbeute 0,2 g, fast rein weiBes Pulver. Schmelzp. 166°, ohne vorher 
eine wesentliche Veriinderung, wie Verfirben oder Sintern, zu zeigen. 
Brom: 68,04 °/,. 

Das so gewonnene #-Bromid ist nach dem Schmelzpunkt zu schlieBen 
einigermaBen einheitlich und fiir die Tatsache der Existenz der hochschmel- 
zenden 6-Form besonders wichtig. 
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Isolierung von Glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin 
und von Seryl-prolyl-tyrosyl-prolin beim stufenweisen Abbau 
von Seidenfibroin (Bombyx mori). 


Von 


Emil Abderhalden und Alfred Bahn. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1932.) 


Die Zusammensetzung des Seidenfibroins an einzelnen Bau- 
steinen ist weitgehend aufgeklart, und zwar in qualitativer und 
quantitativer Hinsicht.1) Es ist ferner zum ersten Male beim 
stufenweisen Abbau dieses EiweiBkérpers gegliickt, ein Dipeptid 
zu isolieren, némlich 1(+)-Alanyl-glycin. In der Folge wurden 
noch weitere Spaltprodukte zusammengesetzter Natur aufgefunden : 
Glycyl-l-alanin, Glycyl-l-tyrosin, |-Alanyl-glycyl-l-tyrosin und Gly- 
cyl-l-alanyl-glycyl-l-tyrosin.*) Das Seidenfibroin, das als Aus- 
gangsmaterial zu den erwaéhnten Beobachtungen gedient hatte, 
stammte von Bombyx mori. Kiirzlich konnten bei der Hydrolyse 
von Tussah-Seidenfibroin 1-Alanyl-!-tyrosin und Di-l-alanyl-l-alanyl- 
glycin festgestellt werden.*) In Fortsetzung der Studien wber die 
Struktur des Seidenfibroins haben wir solches der Einwirkung von 
n-NaOH unterworfen und zwar bei 37° Sem Abbau wurde an 
Hand von Gesamt- und Amino-N-Bestimmungen verfolgt (vel. 
hierzu den experimentellen Teil). Wir unterbrachen die Hydrolyse 
in einem Moment, in dem das Verhaltnis von Amino-N zu Gesamt-N 
insofern ein giinstiges war, als weder zu hoch, noch zu niedrig 
molekular zusammengesetzte Produkte zu erwarten waren.*) 
Ferner hielten wir uns an das Optimum der mit Phosphorwolfram- 


1) E. Abderhalden, Diese Z. 120, 207 (1922). 

*) Literatur bei Abderhalden, Lehrbuch d. physiol. Chem. 6. Aufl. 
288 (1931). 

3) E. Abderhalden u. K. Heyns, Diese Z. 202, 37 (1931). 

4) Vgl. hierzu die Vorarbeiten: E. Abderhalden u. E. Schnitzler, 
Diese Z. 164, 159 (1927); E. Abderhalden u. M. Mahn, Ebenda 16%, 
196 (1927); 178, 253 (1928). 
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-iure fallbaren Produkte (alles Nihere ergibt sich aus dem ex- 
perimentellen Teil). Das von uns angewandte Verfahren war kurz 
das folgende. Nach Unterbrechung der Hydrolyse wurde die mit 
\chwefelsiiure angesiiuerte Lésung mit einem Uberschu8 einer 
2°/,igen Phosphorwolframsaure gefallt. Die Fallung wurde mit 
Baryt zerlegt und das erhaltene Rohprodukt erneut aus einer 
5°/jigen schwefelsauren Lésung mit Phosphorwolframsiure und 
zwar in 5 Fraktionen gefallt. Jede einzelne Fallung wurde nach 
van Slyke mittels Amylalkohol-Ather zerlegt. Ein Teil der 
Phosphorwolframsaureniederschlige blieb bei diesem Verfahren 
unzerlegt. Er wurde nach der Baryt-Acetonwassermethode auf- 
vearbeitet. 

Kine weitere Trennung fihrten wir, nachdem wir das Vor- 
handensein von Tryptophan festgestellt hatten, mittels des Hop- 
kinschen Reagenses (Mercurisulfat) durch. Es gelang so, quanti- 
tativ Polypeptide mit und ohne die genannte Aminosadure zu 
trennen. Die Untersuchung der tryptophanhaltigen Verbindungen 
ist noch nicht abgeschlossen. Die tryptophanfreie Fraktion wies 
em Verhaltnis von NH,-N:N=1:4,5 auf. Neben einem in 
Alkohol léslichen Produkt gewannen wir ein in diesem unldsliches. 
Das letztere stellte die Hauptmenge dar. Bei der vollstindigen 
Hydrolyse dieser Verbindung erhielten wir Tyrosin, Serin, 
Glykokoll und Prolin. Hervorgehoben sei, daB wir bei mehreren 
Versuchen unter Innehaltung der im experimentellen Teil mit- 
geteilten Bedingungen und Anwendung der dort geschilderten Ver- 
fahren stets zu Produkten der gleichen oder doch sehr aéhnlichen 
Zusammensetzung kamen. Zur Aufklaérung der Struktur des 
isolierten Produktes gingen wir zunichst dazu tiber, diejenige Amino- 
siure zu charakterisieren, die die NH,-Gruppe aufwies. Zu diesem 
Zwecke benzoylierten wir es. Es zeigte sich, daB keine einheitliche 
Verbindung vorlag, es bildeten sich nimlich Benzoylprodukte mit 
verschiedenen Eigenschaften. Das eine Produkt (A) fiel wahrend 
der Kupplung aus. Ein weiteres erhielten wir beim Ansiiuern der 
Lésung (B). Ein bei der Neutralisation der Kupplungsfliissigkeit 
in geringer Menge in Erscheinung getretenes Produkt haben wir 
nicht weiter untersucht. Ein weiteres Produkt (C) gewannen wir 
durch Eindampfen des Filtrates von Kérper B. Der Riickstand 
wurde in absolutem Alkohol aufgenommen. Jedes einzelne Produkt 
wurde hinsichtlich seiner Eigenschaften und insbesondere in bezug 
auf den Ausfall der bekannten EiweiSbaustein-Reaktionen unter- 
sucht. Der Koérper B léste sich nur in Pyridin in ausreichender 
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Menge. Aus diesem wurde das Produkt wiederholt umgefallt. Dic 
Benzoylverbindung B gab positive Millonreaktion, dagegen fic! 
die Ninhydrinreaktion negativ aus. Beim Stehen der Verbindung 
mit n/10-NaOH erfolgte im Gegensatz zum Verhalten von Ji- 
benzoyltyrosin keine Abspaltung von Benzoeséure. Es handelt, 
sich ganz offenbar um ein N-Benzoylprodukt. Die Analyse des 
Benzoylproduktes B ergab Werte, die sich sehr gut mit einem 
monobenzoylierten Pentapeptid, bestehend aus je 1 Mol Glyko- 
koll, Serin, Tyrosin und 2 Mol Prolin decken. Auch das 
Ergebnis der Mol.-Gew.-Bestimmung spricht fiir das Vorhanden- 
sein der genannten Verbindung. Dazu kommt noch das Ergebnis 
der bei der vollsténdigen Hydrolyse erhaltenen Mengen an den 
einzelnen Bausteinen. Auch das stiitzt die Annahme des Vorliegens 
des genannten Pentapeptids. 

Beim Versuch, den Benzoylkérper B teilweise und vollstandig 
abzubauen, stieBen wir auf Beobachtungen, die wir uns zuniéchst 
nicht erkliren konnten. Es trat schon bei gemaBigter Saure- 
hydrolyse quantitative Abspaltung von Hippursaure ein. 
Diese Feststellung fiihrte zunichst zu einer vergleichenden Unter- 
suchung wber das Verhalten der Benzoylderivate verschiedener 
Aminoséiuren (Glykokoll, Alanin, Serin und Tyrosin) und von 
benzoylierten Dipeptiden gegeniiber verdiinnter Saéure und ver- 
diinntem Alkali. AuBerdem priiften wir die Resistenz entsprechen- 
der Benzolsulfoverbindungen unter den gleichen Bedingungen. 

Entsprechend friiheren Erfahrungen gelang es trotz Variationen 
der Kupplungsbedingungen nicht, ein dibenzoyliertes Serin dar- 
zustellen. Wir erhielten nur N-Benzoylserin. Auf Hippursaure, 
Benzoylalanin, N-Benzoylserin, Dibenzoyltyrosin und aus diese 
durch 3—4stiindiges Erwairmen mit n/10-NaOH auf 37° dar- 
gestelltes N-Benzoyltyrosin lieBen wir wahrend 3 Stunden 10 Vol.- 
0/,ige Schwefelsiiure bei 90° einwirken. Zu unserer Uberraschung 
wurde Benzoylserin vollstindig in Serin und Benzoesaéure aui- 
gespalten, wahrend die iibrigen Benzoylverbindungen nicht oder 
doch nur sehr geringfiigig angegriffen wurden. Im Gegensatz zur 
N-Benzoylverbindung ist N-Benzolsulfoserin gegen Séure sehr be- 
stiindig. Sehr widerstandsfaihig sind auch Benzolsulfoglyecin und 
Dibenzolsulfotyrosin. Selbst 7stiindiges Kochen mit 25 Vol.-°/piger 
Schwefelsiure vermochte keine in Betracht kommende Abspaltung 
der Benzolsulfogruppe herbeizufiihren. 

Beim Dibenzolsulfotyrosin priiften wir die Haftfestigkeit der 
O-Benzolsulfogruppe gegeniiber verdiinntem Alkali. Es zeigte sich, 
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wie zu erwarten, daB sie weniger leicht abspaltbar ist als die 
0-Benzoylgruppe. 

Als seinerzeit alle Bemithungen, in Serin 2 Benzoylgruppen 
einzuftihren, fehlschlugen!), wurde versucht, Dibenzoylleucyl-serin 
darzustellen, jedoch ohne Erfolg. Fur die Deutung der von uns 
bei der Untersuchung von Benzoylverbindungen erhaltenen [r- 
cebnisse war von der allergr6Bten Bedeutung zu erfahren, ob sich 
Oxygruppen in aliphatischen Aminosiuren anders verhalten, wenn 
iur Traiger mit anderen Aminoséuren verknipft ist. Wir priften 
deshalb, ob sich in Glycyl-serin 2 Benzoylgruppen einfiihren lassen. 
Wir erhielten bei der Kupplung mit Benzoylchlorid sowohl die 
Monobenzoyl- als auch Dibenzoylverbindung, und zwar entstand die 
letztere in erheblich gréBerer Ausbeute. Bei der Kinwirkung von 
n/10-NaOH erfolgte bei 37° innerhalb von 31/, Stunden vollstandige 
Abspaltung der O-Benzoylgruppe. Das dabei entstandene N-Ben- 
zoylglyeyl-serin wurde isoliert. Bei der Einwirkung von verdiinnter 
Schwefelséure auf Dibenzoylglycyl-serin erhielten wir Benzoesaure, 
Hippurséure und Serin. Qualitativ gleichartig verlief die Hydrolyse 
bei der Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiure auf N-Benzoyl- 
slycyl-tyrosin. Neben unverindertem Ausgangsmaterial (50°/)) er- 
hielten wir unter den gleichen, beim Benzoylglycyl-serin an- 
cewandten Bedingungen Hippurséure und Tyrosin. Dibenzoyl- 
slyeyl-tyrosin wird dagegen nicht aufgespalten.?) Ks lést sich in 
verdiinnter Schwefelsiure héchstens in Spuren. SchlieBlich priiften 
wir noch das Verhalten von Dibenzolsulfoglycyl-tyrosin gegeniiber 
kochender, 25 Vol.-°/jiger Schwefelsiure. Nach 7stiindiger Hydro- 
lyse erhielten wir O-Benzolsulfo-tyrosin. Die Verbindung ergab, 
wie zu erwarten, positive Ninhydrin- und negative Millon- 
reaktion. Die letztere wurde erst bei kurzem Kochen mit NaOH 
und Anséuern der Lésung positiv. AuBerdem wurde Benzolsulfo- 
glycin isoliert. 

Die Feststellung der leichten Aufspaltbarkeit von N-Benzoyl- 
serin und Hippurylserin durch verdiinnte Siure und die groBe 
Resistenz von Benzoylglycin und Benzoyltyrosin ergab wichtige 
Anhaltspunkte fiir die Aufklaérung der oben erwahnten Struktur 
der Benzoylverbindung B. Wir erhielten aus ihr bei 4stiindigem 
Erwirmen mit 10 Vol.-°/,iger Schwefelsiure auf dem siedenden 
Wasserbade neben Hippursiéure 2 Dipeptide. Das eine erwies sich 

1) E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 434 (1930). 


2) Vgl. hierzu auch E. Abderhalden u. H. Brockmann, a.a. O., 
S. 426. 
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als Seryl-prolin und das andere als Tyrosyl-prolin. Wir 
identifizierten die beiden Dipeptide durch die Elementaranalys:. 
ferner durch die Darstellung von Derivaten.: So gewannen wir u. 2. 
}enzolsulfoseryl-prolin, aus dem wir bei der Hydrolyse N-Benzo)- 
sulfoserin und Prolin erhielten. Bei der Benzolsulfoverbindung de, 
zweiten Dipeptids gewannen wir bei der vollstiéndigen Hydrolys: 
Dibenzolsulfotyrosin und Prolin. 

Die geschilderten Ergebnisse stimmen mit der Annahme eines 
Pentapeptids der folgenden Struktur tiberein: 








OH H.C. CH, C,H,-OH H,C ‘CH, 

| | | i 
HH CH, CH, CH, | CH, 
| | | oe | | | 
N-C-C N-C.-C——_N.-C-C— N-C.C———_-—-N.-C-COOH 
| | ll | | ll | | | | fl | 
HHO HHO H O HHO H 
_—_— —_—_——— —_—" —_—_— =a 
Glycyl - _ seryl - prolyl - _ tyrosyl - prolin 


Es sind folgende Feststellungen, die uns zu dieser Annahiiv 
fiihren. Zunichst beweist das Auftreten von Hippursiure bei de 
Hydrolyse des benzoylierten Pentapeptids, daB in ihm Glykokol! 
die Aminogruppe aufweist. Der Umstand, daB bei der Einwirkung 
von verdiinnter Siure Hippurséure entstand, beweist auf Grund 
der oben erwahnten Vorversuche, da8 die Hippurylgruppe mit der 
Aminogruppe von Serin verkuppelt war. Der Umstand, daB es 
glickte, auf der einen Seite Seryl-prolin und auf der anderen Seite 
T'yrosyl-prolin an Hand von Derivaten und auf Grund der E[r- 
gebnisse ihrer vollsténdigen Hydrolyse zu identifizieren, liBt keinen 
anderen SchluB zu als den oben gezogenen. Eine weitere Identiti- 
zierung des erhaltenen Pentapeptids durch Vergleich seiner Eigen- 
schaften mit denen der entsprechenden, durch Synthese gewonne- 
nen Verbindung ist deshalb nicht méglich, weil uns zur Zeit 
die Methoden fehlen, um ein Pentapeptid der genannten Art aui- 
zubauen. Hs ist jedoch der gefiihrte Beweis der angenommencu 
Struktur so eindeutig, daB kein Zweifel aufkommen kann.?) 

Die Untersuchung der oben erwahnten Benzoylfraktion A er- 
gab nach erfolgter Reinigung Analysenzahlen, die fiir das Vor- 
handensein des gleichen Pentapeptids sprechen, das oben beschric- 


') Bei der Hydrolyse mit Alkali la8t sich Razemisierung nicht aus- 
schlieBen. Wir konnten aus diesem Grunde das optische Verhalten der eit- 
zelnen Verbindungen, die beim stufenweisen Abbau des Pentapeptids cr- 
halten wurden, nicht fiir deren Identifizierung verwenden. 
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ben worden ist, nur enthalt die Verbindung an Stelle von einer 
Benzoylgruppe deren zwei. Es gelang, die O-Benzoylgruppe 
mittels n/10-NaOH abzuspalten. Die Mol.-Gew.-Bestimmung er- 
gab ein Resultat, das mit der gemachten Annahme gut wber- 
einstimmt. 


Wir stellten von dem oben erwihnten Rohpeptid NH,—N:N 
1:4,5 noch die «-Bromisocapronylverbindung dar. Die Analyse 
des erhaltenen Korpers stimmte auf ein Monoderivat eines Penta- 
peptids, bestehend aus je 1 Mol Glykokoll, Serin und Tyrosin 
und 2 Mol Prolin. Neben dem Mono-«-bromisocapronylprodukt 
gewannen wir auch die disubstituierte Verbindung. Aus dieser 
lieB sich die O-x-Bromisocapronylgruppe mittels n/10-NaOH leicht 
abspalten. 


Die Untersuchung des Benzoylproduktes C ergab, da ein 
Tetrapeptid von der Zusammensetzung Seryl-prolyl-tyro- 
syl-prolin vorlag. Fur die Annahme der erwiéhnten Struktur 
sprechen die folgenden Beobachtungen. Bei der Hydrolyse der 
Benzoylverbindung C mit 10 vol.-°/,iger Schwefelsiure kam es nach 
kurzer Zeit zur vollstaéndigen Abspaltung von Benzoesiéure. Dieser 
Umstand spricht, wie oben ausgefiihrt, fiir das Vorhandensein der 
N-Benzoylserylgruppe im untersuchten Polypeptid. Wir erhielten 
auBerdem 2 Dipeptide. Wir stellten von beiden die Benzolsulfo- 
verbindungen dar und hydrolysierten diese vollstindig mit dem 
Ziele, diejenige Aminoséure kennenzulernen, die die Aminogruppe 
enthalt. Im einen Fall erhielten wir bei der Hydrolyse der Benzol- 
sulfoverbindung Benzolsulfoserin und ferner Prolin und im anderen 
Dibenzolsulfotyrosin und freies Prolin. Es ist naheliegend, bei dem 
isolierten Tetrapeptid an eine Abbaustufe des im Vorhergehenden 
geschilderten Pentapeptids zu denken, unterscheidet es sich doch 
in seiner Zusammensetzung von diesem nur durch das Fehlen des 
Bausteins Glykokoll, der im Pentapeptid die Polypeptidkette er- 
éffnet. Nun ist jedoch bis jetzt noch nicht beobachtet worden’), 
daB Polypeptide durch verdiinntes Alkali so abgebaut werden, 
daB die die Aminogruppe tragende Aminosiiure zuerst in Freiheit 
gesetzt wird. Es bleibt jedoch die Méglichkeit, daB in Abhangig- 
keit von der Zusammensetzung des Polypeptids der Abbau von 
Polypeptidketten einen verschiedenen Verlauf nimmt. 


>) E. Abderhalden u. A. Neumann, Fermentforschung 18, 382 
(1932). 
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Experimenteller Teil. 


Zu den unten mitgeteilten Versuchen diente vollstandig entleimte Roh- 
seide (Bombyx mori).!) In Vorversuchen stellten wir den Zeitpunkt fest, in 
dem bei Einwirkung von n-Natronlauge bei 37° auf Seidenfibroin ein fiir dic 
Isolierung von Polypeptiden einfacherer Struktur besonders giinstiges Ver- 
haltnis von NH,—-N:N vorhanden ist. Ferner priiften wir, nach welcher 
Zeit der Einwirkung von n-Natronlauge mit Phosphorwolframsaure _ be- 
stimmter Konzentration die gréBte Fallung eintritt.2) Auf Grund der ge- 
wonnenen Erfahrungen lieBen wir auf 1 kg Seidenfibroin 18 Liter n-Natron- 
lauge, die auf 37° vorgewairmt waren, 40 Stunden lang bei der genannten 
Temperatur einwirken. Hierauf wurde von dem nicht in Lésung gegangenen 
Anteil abgenutscht, das Filtrat (20 Liter) sofort mit verdiinnter Schwefel- 
siure neutralisiert und von dem hierbei sich bildenden flockigen Niederschlag 
abfiltriert. Durch Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure wurde das Filtrat 
an dieser 5 vol.-°/,ig gemacht und hierauf mit einem UberschuB8 einer 2°/,igen 
Phosphorwolframsaurelésung (11 Liter) gefallt. Nach 24stiindigem Stehen 
wurde der Niederschlag abfiltriert und nach Auswaschen mit eiskaltem Wasser 
auf Ton abgepreBt (Ausbeute 250—280 g). Im Filtrat der Fallung ergab 
Zusatz von konzentrierter Phosphorwolframsaurelésung keinen Niederschlag 
mehr. Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde in kleinen Portionen 
in einer Reibeschale mit gepulvertem Baryt unter Zusatz von Acetonwasser*) 
(1:3) etwa 15 Minuten lang verrieben. Hierauf wurde abgenutscht und der 
Riickstand wiederholt dem gleichen Verfahren unterworfen. Die Filtrate 
wurden vereinigt und vom Baryt befreit. Nach dem Eindampfen des Filtrates 
unter vermindertem Druck verblieb ein Riickstand von 30g. Er war in 
Alkohol vollstandig unléslich. Positiv fielen aus: Biuret-, Glyoxylsaure-, 
Millon-, Ninhydrin- und Pikrinséurereaktion. NH,—N: N = 1: 7,4. 


Isolierung einzelner Polypeptide. Das aus dem Phosphorwolframsiaure- 
niederschlag erhaltene Rohprodukt wurde in 2 Liter 5°/,iger Schwefelsiure 
aufgenommen und erneut mit 2°/,iger Phosphorwolframsaurelésung gefallt, 
jedoch in Fraktionen (5). Jede einzelne davon wurde mit der Amylalkohol- 
Athermethode zerlegt.4) Es gelang nicht, auf diesem Wege die gesamten 
Phosphorwolframsaureverbindungen zu zerlegen. Der zerlegbare Anteil zeigte 
ein Verhaltnis von NH,-N: N = 1:5 bzw. 1:6. Alle Produkte gaben samt- 
liche der oben erwahnten Farbreaktionen. Der unzerlegt gebliebene Anteil 
des Phosphorwolframsaureniederschlages (50—60 g) wurde dem Baryt-Aceton- 
verfahren unterworfen. Das erhaltene Rohprodukt ergab die gleichen Re- 
aktionen wie die Produkte der Amylalkohol-Athermethode, dagegen war das 
Verhaltnis NH,-N:N ein anderes, nimlich 1:10 bzw. 1:12. Die Unter- 
suchung dieser offenbar héher molekularen Polypeptide haben wir zuriick- 
gestellt. 


1) E. Fischer u. Skita, Diese Z. 38, 177 (1901). 
*) Die Ergebnisse dieser Versuche sind bei der Deutschen Akademie 
der Naturforscher, Halle a.8., niedergelegt. Sie stehen Interessenten zur 
Verfiigung. 

3) A. Kossel u. F. Weiss, Diese Z. 68, 167 (1910). 

4) Handbuch d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. 1/7, S. 62. 
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Zu den unten beschriebenen Versuchen dienten jene Fraktionen, die aus 
den Phosphorwolframsaureniederschlagen mittels der Amylalkohol-Ather- 
methode gewonnen waren (zusammen 20g). Eine erste Trennung (Glyoxy!l- 
siureprobe positiv!) wurde durch Fallung der schwefelsauren Lésung mit einem 
UberschuB einer 5°/,igen Mercurisulfatlésung in 5°/,iger Schwefelsiure durch- 
vefiihrt. Nach 5, 30 und 70 Stunden wurden die entstandenen Niederschlige 
abfiltriert. Die Aufarbeitung der Quecksilbersulfatniederschlage (20 g) war 
die tbliche. Wir gewannen 6 g Rohprodukt. Es zeigte starke Glyoxylsaure- 
reaktion, ferner waren die Ninhydrin-, Biuret- und Millonreaktion, sowie die 
Anhydridreaktion mit Dinitrobenzoeséure positiv. Das NH,—N: N-Ver- 
haltnis war bei den innerhalb von 3—5 Stunden mit Mercurisulfat gefallten 
Fraktionen 1:5,5 bzw. 1:5,3 (Niederschlagsmenge: 7 g, Polypeptidmenge 
2g). Der nach 70stiindigem Stehen entstandene Niederschlag (14 g) lieferte 
ein Produkt (4,2 g) mit dem Verhaltnis von NH,-N: N = 1:6,2. Mit der 
Aufklarung der Struktur der tryptophanhaltigen Produkte sind wir noch 
beschaftigt. Im folgenden wird iiber die Gewinnung von Polypeptiden aus 
dem Filtrat des Quecksilbersulfatniederschlages berichtet. Nach Entfernen 
des Quecksilbers und der Schwefelséure verblieb nach dem Eindampfen unter 
vermindertem Druck ein Riickstand von 15 g mit einem NH,—N : N-Verhaltnis 
von 1:4,3 bzw. 1:4,5. Glyoxylséureprobe negativ; positiv: Biuret-, Millon-, 
Ninhydrin- und Pikrinsiurereaktion. Ausdriicklich hervorgehoben sei, daB 
bei mehrfacher Wiederholung des gleichen Verfahrens stets Produkte mit 
vleichen LEigenschaften, annaihernd gleichem NH,—N: N-Verhiltnis und 
vleichen Farbreaktionen erhalten wurden. 


Untersuchung der tryptophanfreien Fraktionen (NH,-N:N = 1: 4,5). 
Kigenschaften: unldslich in absolutem Alkohol und sonstigen organischen 
Losungsmitteln, léslich in Wasser. Positiv: Biuret- (rotviolett), Ninhydrin-, 
Millon-, Pikrinsiure- und Dinitrobenzoesdurereaktion; negativ: Glyoxy]- 
siureprobe. Analysenwerte der erwahnten Produkte von zwei verschiedenen 
Darstellungen: 

In 10 ccm H,0O gelést: 


I. 37,7 mg Subst.: 1 cem nach van Slyke = 0,123 mg N; 1 cem nach 
Kjeldahl 0,546mg N. — II. 95,5 mg Subst.: lcem nach van Slyke 
= 0,312 mg N; leem nach Kjeldahl 1,358 mg N. 

Verhaltnis NH,-N: N: I. = 1: 4,5; IL. 1: 4,35. 

N-Gehalt: I. = 14,58°/,; II. = 14,24°/). 


Beim ersten Versuch erhielten wir neben einer alkoholunléslichen eine 
alkohollésliche Fraktion, und zwar bei der fraktionierten Fallung des in 
Wasser gelésten Rohproduktes mit Alkohol. Dabei verblieben etwa 5g in 
der waBrig-alkoholischen Lésung. Der bei seiner Verdampfung verbleibende 
\iickstand léste sich wieder in Aikohol. Die alkoholische Lésung wurde mit 
Ather gefallt. Das so gewonnene Produkt ergab positive Ninhydrin-, Biuret- 
und Millonreaktion und ferner Anhydridreaktionen. Zum Unterschied zu 
den in Alkohol unléslichen Produkten lieB sich keine freie Carboxylgruppe 
nachweisen. NH,-N:N = 1: 5. 


120mg Subst. in 12ccem H,O gelést. — lccm nach van Slyke 
= 0,242 mg N; lecem nach Kjeldahl 1,204 mg N. 


Die Untersuchung dieses KGrpers ist noch im Gange. 
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Feststellung der Zusammensetzung des in Alkohol unldéslichen Produktes. 
a) Ergebnis der vollstandigen Hydrolyse. 1,8g Substanz wurden jy 
12cem 25 Vol.-°/,iger Schwefelsiure gelést und 7 Stunden am RiickfluS. 
kiihler gekocht. Nach Entfernen der Schwefelsiure krystallisierte bein 
Eindampfen Tyrosin (0,2—0,3 g) aus. Das Filtrat dieser Aminosaéure wurd: 
zur Trockne verdampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol aus. 
gezogen. Der in diesem unldésliche Anteil (0,8 g) schmeckte siiB und wurde 
als Serin identifiziert. Schmelzp. 235—238°. Umkrystallisation aus Alkohol- 
Wasser. Die alkoholischen Ausziige wurden in eiskalten Ather gegossen, 
Kigenschaften der Fallung: Geschmack sii8, ausgesprochene Fichtenspan. 
reaktion. Ausbeute 0,4—0,5 g. Neben Prolin war noch Glykokoll vorhanden. 
Die Trennung erfolgte durch Darstellung des Kupfersalzes und dessen 
Trennung in einen alkoholléslichen (Prolinkupfer) und einen alkoholunlis. 
lichen (Glykokollkupfer) Anteil.‘) Samtliche Produkte der vollstandigen 
Hydrolyse wurden neben den Eigenschaften durch die Analyse identifiziert. 


Aufklérung der Struktur des die Bausteine Glykokoll, Serin, Tyrosin und 
Prolin (NH,-N: N = 1: 4,5) aufweisenden Produktes. Der Versuch, es durch 
fraktionierte Fallung zu trennen, blieb insofern ohne Erfolg, als alle ab. 
getrennten Produkte ein annahernd gleiches NH,—N: N-Verhialtnis aui- 
wiesen. Es wurden deshalb Derivate dargestellt. Gleichzeitig bestand div 
Absicht, denjenigen Baustein zu charakterisieren, der die freie Aminogruppec 
im Polypeptidverband aufwies. 


Darstellung der Benzoylverbindungen: 2 g Substanz wurden in 40 ccm 
Wasser, in dem 6g Kaliumbicarbonat enthalten waren, gelést. Gekuppelt 
wurde mit einem Uberschu8 an Benzoylchlorid (5g) in atherischer Lésung 
unter Eiskiihlung (Kupplungsdauer 11/, Stunden). Aus der schwach alka- 
lischen Lésung fiel wahrend der Kupplung ein 6liger K6rper, der nach Be- 
endigung der Reaktion durch Abzentrifugieren entfernt wurde. Das Ol wurde 
mit verdiinnter Salzsiure durchgeknetet und griindlich ausgewaschen, um 
eventuell gebildete Natriumsalze zu entfernen. Dieses Produkt sei mit A 
bezeichnet. Bei der Neutralisation der Kupplungsfliissigkeit entstand eine 
geringe Fallung. Sie wurde nicht weiter untersucht. Beim Ansauern fic! 
die Substanz B aus. A und B wurden zur Entfernung von Benzoesaure mit 
Petrolather ausgezogen. Von Produkt A wurden 0,5 g und von Produkt } 
1—1,2g erhalten. Um die nach dem Ansaéuern der Kupplungsfliissigkeit 
nicht ausgefallenen Produkte zu gewinnen, neutralisierten wir mit verdiinnter 
Natronlauge und dampften unter vermindertem Druck ein. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol ausgezogen. Dabei blieb der gréBte Teil des 
Kochsalzes zuriick. Der ganze Vorgang wurde 5—6mal wiederholt. Schlie!- 
lich wurde die alkoholische Lésung mit Ather gefallt. Das so erhaltene Pro- 
dukt gab positive Millon- und Biuretreaktion, dagegen fiel die Ninhydrin- 
reaktion negativ aus. Diese Substanz sei mit C bezeichnet. Ausbeute 1—1,2 ¢. 
Kigenschaften: Leicht léslich in Wasser und verdiinntem Alkohol, weniger 
leicht in absolutem Alkohol. 


Untersuchung des Kérpers B. Eigenschaften: Fast farbloser amorpher 
KOrper, sehr wenig léslich in Wasser, Alkohol und Ather, einziges Lésungs- 


1) Reindarstellung nach wiederholter fraktionierter Krystallisation (A!- 
trennung von d,1-Prolinkupfer). 
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mittel: Pyridin. Aus diesem fallten wir das Produkt B wiederholt um. Millon- 
reaktion positiv. Bei mehrstiindigem Stehen des Produktes im Brutraum mit 
einem UberschuB an n/10-NaOH erfolgte keine Abspaltung von Benzoesiure. 
Hier sei eingefiigt, daB Dibenzoyltyrosin unter den gleichen Bedingungen 
Abspaltung der O-Benzoylgruppe aufweist. Da das Benzoylprodukt B keine 
Ninhydrinreaktion gab, wohl aber eine solche mit Millonreagens, stand fest, 
daB nur die NH,-Gruppe des Ausgangsmaterials benzoyliert war. 51,2 mg 
Substanz, in 5 ccm Pyridin gelést, verbrauchten bis zur Neutralisation gegen 
Phenolphthalein 0,95 cem n/10-NaOH. Nach Hinzufiigen von weiteren 4 ccm 
n/10-NaOH wurde die Lésung 4 Stunden im Brutraum aufbewahrt. Die 
iiberschiissige Natronlauge wurde mit n/10-H,SO, zuriicktitriert. Verbrauch: 
3,85 cem. Auch dann, wenn die Lésung 14 Stunden bei 37° stehen blieb, 
lieB sich keine in Betracht kommende Abspaltung von Benzoesaure nachweisen. 

Die Analyse des Benzoylproduktes B ergab Werte, die gut auf ein 
Monobenzoylpentapeptid der Zusammensetzung je 1 Mol Glykokoll, Serin, 
Tyrosin und 2 Mol Prolin stimmen. Auch die Molekulargewichtsbestimmung 
deckt sich mit dieser Annahme. Das lufttrockene Produkt hielt hartnickig 
Wasser zuriick. Es konnte erst bei 120° entfernt werden. 

a) Lufttrockene Substanz: 

Versuch I. 4,539mg Subst.: 9,285mg CO,, 2,530mg H,0. 
42,8 mg Subst. verbrauchten 3,15 cem n/10-H,SO,. 

Versuch II. 3,70 mg Subst.: 7,15 mg CO,, 2,075 mg H,O. — 41,7 mg 
Subst. verbrauchten 3,05 cem n/10-H,SO,. 

Beim Trocknen bei 120° verlor der Koérper 6,6°/, Wasser. 

0,3773 g Subst. gaben 0,0252 g H,O ab. 

b) Wasserfreie Substanz: 

3,251 mg Subst.: 7,125 mg CO,, 1,865mg H,O. — 21,2 mg Subst. 
verbrauchten 1,7 ccm n/10-H,SO,. 

a) Fir C,,H,,0,N; + 2/. H,O (668,5) 


Ber. C 55,67 H 6,33 N 10,48 
Gef. I. ,, 55,8 ,, 6,24 ,, 10,31 
II. ,, 55,4 »» 6,27 ,. 10,25. 
b) Fiir C;,H;,0,N, (623,5) 
Ber. C 59,68 H 5,98 N 11,23 
Gef. ,, 59,77 ,, 6,42 »» 11,23. 


Molekulargewichtsbestimmung (nach Barger-Rast).') Lésungs- 
mittel: Pyridin. Vergleichslésungen: Benzillo6sungen von bekanntem Wert. 
Molare Loésung = 1 Mol Substanz in 1000 g Lésungsmittel. Eine Objekt- 
ésung, die 31,2 g Substanz in 1000 g Pyridin enthielt, war isotonisch mit einer 
0,049 molaren Vergleichslésung. Daraus ergab sich das Molekulargewicht 
00 = 637; ber. 623,5. 

Hydrolyse der Benzoylverbindung B. Unvorhergesehene Befunde bei der 
teilweisen Hydrolyse des Benzoylpentapeptids B fiihrten zu der Priifung 
der Haftfestigkeit der Benzoyl- bzw. Benzolsulfogruppe gegeniiber verdiinnter 





1) Vgl. Handbuch d. biol. Arbeitsmethoden Abt. III, Teil Al, 5S. 746. 
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Saure und Alkali. Untersucht wurden die entsprechenden Derivate von 
Glycin, Alanin, Serin und Tyrosin. Bei der Benzoylierung von Tyrosin mit 4, 
Benzoylchlorid erhielten wir trotz alkalischer Reaktion ausschlieBlich Di- 
benzoyltyrosin. Es ist in Ather wenig léslich und laBt sich dadurch leicht 
von Benzoesdure befreien. Langgestreckte Prismen aus Alkohol—Wasser. 
Schmelzp. 215°. Die an der Oxygruppe haftende Benzoylgruppe wird nach 
3—4stiindigem Erwarmen mit n/10-NaOH auf 37° quantitativ abgespalten.') 


° 
Das N-Benzoyltyrosin krystallisiert aus Alkohol—Wasser in Tafeln. Schmelz- " 
punkt 164—165° (unkorr.). Bei der Kupplung von Serin mit Benzoylchlorid ; 
erhielten wir ausschlieBlich N-Benzoylserin trotz mehrfacher Abanderungen “ 
der Versuchsbedingungen (ganz schwach alkalische bzw. sodaalkalische i. 
Lésung usw.). Es krystallisierte in flachen Tafeln. Schmelzp. 166—167° . 
(unkorr.). - 
Auf Hippursaure, Benzoylalanin, N-Benzoylserin, N-Benzoyltyrosin und Be 
Dibenzoyltyrosin leBen wir 10 vol.-°/,ige Schwefelsiure wahrend 3 Stunden . 
bei 90° einwirken. Dabei wurde Benzoylserin vollstandig in Serin und 
Benzoesdure aufgespalten, wahrend die iibrigen Benzoylderivate keine oder = 
doch nur eine geringfiigige Veranderung zeigten: ‘: 
Benzoylserin: Ausgangsmaterial 0°/,; Benzoeséure 100°/, K 
Benzoylglykokoll: ” 95°/); Aufspaltung 5°/) B 
Benzoylalanin: ” 85/9; - 15°/, A 
N-Benzoyltyrosin: m 98°/9; am kaum 
Dibenzoyltyrosin: Léslichkeit 0°/o3 ‘~ 0/9. 4 
Wir studierten ferner das Verhalten der entsprechenden Benzolsulfo- al 
derivate. Es erwiesen sich alle gegeniiber 31/,stiindiger Erwarmung mit N 
10 vol.-°/,iger Schwefelséure auf 90° als sehr resistent. Es gilt dies auch fiir 
Benzolsulfoserin, das selbst nach 7stiindigem Kochen mit 25 vol.-°/jiger - 
Schwefelsiure zum allergréBten Teil (83°/,) unverandert blieb. Wir ge- p 
wannen das Benzolsulfoderivat durch Kuppeln von 1 Mol d,1-Serin mit A 
2,5 Mol Benzolsulfochlorid in schwach alkalischer Lésung bei 0°. Kupplungs- * 
dauer 2 Stunden. Das iiberschiissige Benzolsulfochlorid wurde durch Aus- 
athern entfernt. Benzolsulfoserin bildet langgestreckte Prismen. Schmelz- 
punkt 208—209°. Wenig ldslich in kaltem, léslich in heiBem Wasser. 32,1 mg 
Substanz verbrauchten 1,35 ccm n/10-H,SO, = 5,89°/, N. Berechnet fiir 
Monobenzolsulfoserin (245) 5,71°/, N. Dibenzolsulfoserin wurde nicht beob- i. 
achtet. : 
Wir stellten ferner noch das Verhalten von Benzolsulfoglykokoll 
(Blattchen, Schmelzp. 166—167°) und Dibenzolsulfotyrosin (Schmelzp. 117 r 
bis 118°) beim Kochen mit 25 vol.-°/,iger Schwefelsiure fest. 90°/, des Aus- ; 
gangsmaterials konnten nach 7 Stunden unverandert zuriickgewonnen werden. . 
Beim Kuppeln von Tyrosin mit Benzolsulfochlorid erhielten wir Dibenzol- : 
sulfotyrosin. Sein Natriumsalz schied sich schon beim Kuppeln aus der . 
schwach alkalischen Lésung in Blattchen aus. Es lést sich ziemlich leicht in 
Wasser. Beim Ansauern der wiaBrigen Loésung erhielten wir Blattchen. V 
Schmelzp. 117—118. Dibenzolsulfotyrosin lést sich wenig in Wasser. Ge- V 
samtausbeute: 90°/,. \ 
8 


Dibenzolsulfotyrosin: (461,3) N = 3,04°/,, S = 13,9°/,. 


1) E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 428 (1930). 
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on 32,4mg Subst. verbrauchten 0,7 ccm n/10-H,SO, = 3,03°/, N. — 
‘it 4,05 mg Subst. 4,005 mg BaSO, = 13,58°/, S. 
i 


Die O-Benzolsulfogruppe erweist sich gegeniiber verdiinntem Alkali als 


weit widerstandsfaihiger als die O-Benzoylgruppe. Nach 4stiindiger Ein- 
- wirkung von n/10-NaOH bei 37° zeigte das Dibenzolsulfotyrosin keine deut- 
" liche Veranderung, nach 25stiindiger Einwirkung war eine 35°/,ige Auf- 
} spaltung feststellbar. Verfolgt wurde sie in Pyridinlésung. 
Obwohl der Versuch, in das Dipeptid Leucyl-serin zwei Benzoylgruppen 
"i einzufiihren, fehlgeschlagen war!), unternahmen wir einen erneuten Versuch 
" mit Glycyl-serin. Wir erhielten zu 60°/, Dibenzoyl- und zu 22°/, Mono- 
vd benzoyl-glycyl-serin. 0,85 g Glycyl-serin (1 Mol) wurden, in 10 cem Wasser 
gelést, mit 5,2 cem n-Natronlauge (molare Menge) versetzt und mit 3 g Benzoyl- 
d chlorid (4 Mol) und 30 ccm n-Natronlauge bei 0° gekuppelt. Die Reaktion 
" wurde bestindig schwach alkalisch gehalten. Beim Ansiuern fiel neben 
Fi Benzoesdure ein Teil des Kupplungsproduktes aus. Das saure Filtrat wurde 
. eingedampft, der Riickstand mehrere Male mit absolutem Alkohol (zuletzt 


unter Zusatz von Ather) aufgenommen. Beim EingieBen der alkoholischen 
Lésung in kalten Ather gewannen wir 0,3 g (22°/,) eines farblosen amorphen 
K6érpers, der in Wasser sehr leicht léslich war. Ninhydrinreaktion negativ. 
Bei 165—170° verlor der K6rper unter Aufschiumen 2 Mol Wasser. Zur 
Analyse wurde bei 120° getrocknet. 


27,2mg Subst. verbrauchten 1,85cem n/10-H,SO, = 9,53°/, N. — 

49,45 mg Subst. verloren bei 165—170° 6,1 mg H,O = 2 Mol H,O, berechnet 

. auf Benzoylglycyl-serin. Benzoylglycyl-serin + 2H,O (302) berechnet: 
N = 9,28°/,; gefunden: N = 9,53°/). 


Das beim Ansauern ausgefallene Dibenzoylglycyl-serin wurde in Alkohol 
gelést und dann mit Ather gefallt. Nach langerem Stehen entstanden 
Prismen. Schmelzp. 184°. Wenig léslich in Wasser und Ather, leicht in 
Alkohol. Ausbeute: 1,1 g (60°/,). 35mg Subst. verbrauchten 1,8 eem 
n/10-H,SO, = 7,2°/, N; Dibenzoylglycyl-serin (370) berechnet: N = 7,56°/,. 


Prifung der Haftfestigkeit der O-Benzoylgruppe im Diben- 
zoylglycyl-serin. 37 mg: Dibenzoylglycyl-serin wurden in 5cem Pyridin 
gelést. Bis zur Neutralisation gegen Phenolphthalein wurden 1,05 cem n/10- 
NaOH verbraucht. Berechnet 0,1 cem n/10-NaOH. Nach weiterem Zusatz 
von 3,5 cem n/10-NaOH lieBen wir die Lésung 31/, Stunden bei 37° stehen und 
titrierten dann den UberschuB an NaOH mit n/10-H,SO, zuriick. Verbraucht: 
2,45 cem n/10-H,SO,. Somit waren 1,05 ccm n/10-NaOH gebunden worden = 
vollstandige Abspaltung einer Benzoylgruppe. Die weitere Hydrolyse des ge- 
bildeten N-Benzoylglycyl-serins geht unter den genannten Bedingungen 
sehr langsam vor sich. Nach 75stiindigem Aufbewahren im Brutraum wurde 
nach der eben angefiihrten Methode ein Zuwachs von 30°/, festgestellt. 


Isolierung von N-Benzoylglycyl-serin. 0,4g Dibenzoylglycyl-serin 
wurden mit 40 ccm n/3-NaOH 4 Stunden im Brutraum aufbewahrt. Die Lauge 
wurde durch die entsprechende Menge HCl neutralisiert und die Lésung im 
Vakuum eingedampft. Schon wahrend des Einengens schied sich Benzoe- 
siure aus. Schmelzp. 122°. Gesamtausbeute an ihr 0,12 g. Der Riickstand 







1) E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 434 (1930). 
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wurde in absolutem Alkohol aufgenommen und vom Kochsalz abfiltriert, 
Nach dem Verdunsten des Alkohols verblieb ein Ol, das in kurzer Zeit fest 
wurde. Aus Alkohol-Ather erhielten wir rosettenférmige Krystalle. Schmelz. 
punkt 162—163°. Menge: 0,25—0,26 g. Wenig léslich in Wasser und Ather, 
leicht léslich in Alkohol. Die Ninhydrinreaktion war negativ. 


27,2 mg Subst. verbrauchten 2 ccm n/10-H,SO, = 10,3°/,; berechnet 
fiir Benzoylglycyl-serin (266) 10,52°/, N. 

Einwirkung von verdiinnter Schwefelsaure auf Dibenzoyl- 
glycyl-serin. 0,3 g Dibenzoylglycyl-serin wurden mit 10 ccm 10 vol.-°/jiger 
Schwefelsiure auf dem siedenden Wasserbade erwarmt. Nach 2stiindigem Er- 
warmen war kaum Lésung eingetreten. Es wurde das gesamte Ausgangsmateria! 
zuriickgewonnen (Schmelzp. 184°). Beim Erhitzen von Dibenzoylglycyl-serin 
mit 25 vol.°/,iger Schwefelsaure erfolgte bei Siedetemperatur Lésung unter Auf- 
spaltung. 0,3 g Substanz lieferten, !/, Stunde lang mit 10 ccm 25 vol.-°/jiger 
Schwefelsiure gekocht, 0,1 g Benzoesiure (diese Menge entspricht der Ab- 
spaltung einer Benzoylgruppe), 0,08 g Serin (Prismen, Schmelzp. 223—224°; 
19,2 mg Subst. verbrauchten 1,8 ccm n/10-H,SO, = 13,14°/, N, berechnet: 
13,04°/, N) und 0,1 g Hippurséure. Sie war zum Teil im Bariumsulfatnieder- 
schlag enthalten und wurde diesem mit Alkohol entzogen. Aus dem Ergebnis 
dieses Versuches geht hervor, daB unter den erwahnten Bedingungen inner- 
halb sehr kurzer Zeit vollstaéndige Aufspaltung des Dibenzoylglycyl-serins er- 
folgte, d. h. es wird die an der Aminogruppe haftende Hippurylgruppe ebenso 
leicht unter der Einwirkung von verdiinnter Schwefelsdéure abgespalten, wie 
die N-Benzoylgruppe des Serins (im Gegensatz zum Verhalten des N-Benzol- 
sulfoserins). Mit der Hippurylgruppe wurde gleichzeitig die O-Benzoylgruppe 
abgespalten. 

Einwirkung von verdiinnter Schwefelsaure auf Di- und Mono- 
benzoylglycyl-tyrosin. Beim Erwarmen von Dibenzoylglycyl -tyrosin 
(Prismen, Schmelzp. 208 bis 209°) mit 10 vol.-°/,iger Schwefelsiure auf dem 
siedenden Wasserbade trat wie beim Dibenzoylglycyl-serin kaum Lésung ein. 
Nach 3stiindigem Erwarmen konnte fast das gesamte Ausgangsmaterial zuriick- 
erhalten werden. Ganz anders verhielt sich das N-Benzoylglycyl-tyrosin (Ro- 
setten, Schmelzpunkt 186—188°), das durch 4stiindige Einwirkung von n/3- 
NaOH auf Dibenzoylglycyl-tyrosin gewonnen wurde. 0,3 g Substanz lieferten 
nach 3stiindigem Erwarmen mit 15 ccm 10 vol.°/,iger Schwefelsiure auf dem 
siedenden Wasserbade nach dem Erkalten 0,12—0,14g Ausgangsmaterial 
(40—50°/,). (Millonreaktion positiv, Mischschmelzpunkt mit N-Benzoylglycy]- 
-tyrosin 182—186°.) Aus dem Filtrat der ausgeschiedenen Krystalle isolierten 
wir 0,08 g Tyrosin und 0,07 g Hippurséure. Das Tyrosin wurde als Dibenzol- 
sulfotyrosin identifiziert. Schmelzp. 115—117°. 

Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiure auf Dibenzol- 
sulfoglyeyl-tyrosin. Dibenzolsulfoglycyl-tyrosin gewannen wir durch 
Kuppeln von Glycyl-l-tyrosin mit Benzolsulfochlorid in der bei der Gewin- 
nung von Benzolsulfo-serin beschriebenen Weise. Das Rohprodukt stellte 
ein ©] dar, das nach kurzer Zeit erstarrte. Wenig léslich in Wasser, leicht 
léslich in Alkohol. 38,5 mg Subst. verbrauchten 1,4cem n/10-H,SO, = 
5,1°/, N. Berechnet fiir Dibenzolsulfoglycyl-tyrosin (518) N == 5,4°/). 

0,35 g Dibenzolsulfoglycyl-tyrosin wurden in 15 cem 25 vol.-°/,iger 
Schwefelsiure suspendiert. Hierauf wurde 7 Stunden auf dem Drahtnetz 
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vekocht. Nach etwa 1 Stunde war Lésung eingetreten. Beim Erkalten 
schied sich ein braunliches Ol aus. Dieses wurde in Wasser—Alkohol auf- 
venommen und die Lésung mit Tierkohle entfirbt. Beim Eindampfen er- 
hielten wir einen farblosen, amorphen Ké6rper (0,1 g), der in Alkohol und 
hei8em Wasser léslich war. Es lag O-Benzolsulfotyrosin vor. 

3,050 mg Substanz; 2,180 mg BaSO, = 9,82°/, S. Berechnet fiir Mono- 
benzolsulfotyrosin (321); S = 9,95°/,. 

Die Verbindung ergab, wie zu erwarten, positive Ninhydrinreaktion 
und negative Millonreaktion. Die letztere wurde erst bei kurzem Kochen 
mit NaOH und Ansauern der Lésung positiv. O-Benzolsulfotyrosin erhielten 
wir neben Benzolsulfoglycin auch aus dem Filtrat des eben beschriebenen 
Kérpers krystallin. Nach Entfernung der Schwefelsiure dampften wir unter 
vermindertem Druck ein. Wahrend des Eindampfens krystallisierten lang- 
vestreckte Prismen aus, die bei 180—182° schmolzen. Menge etwa 0,1 g. Lés- 
lich in Alkohol und heiBem Wasser. Ninhydrinreaktion positiv, Millon- 
reaktion negativ (nach Kochen mit NaOH positiv). 3,157 mg Substanz; 
2,380 mg BaSO, = 10,35°/, S. Berechnet fiir O-Benzolsulfotyrosin: S=9,95°/,. 

Gesamtausbeute an O-Benzolsulfo-tyrosin etwa 80°/,. Aus dem Riick- 
stand der vdllig eingedampften Lésung gewannen wir ein Ol. Es wurde in 
wenig heiBem Wasser aufgenommen. Nach laingerem Stehen schieden sich 
Blattchen aus. Schmelzp. 165—166°. Menge etwa 70mg. Mischschmelz- 
punkt mit Benzolsulfoglycin 164—166°. (Schmelzpunkt des Benzolsulfo- 
slyeins 166—167°.) 

Wir unterwarfen auf Grund der Ergebnisse der Vorversuche die Benzoyl- 
verbindung B zunichst einer sehr gemaBigten Hydrolyse. 1 g Substanz wurde 
in 40 cem 10 vol.-°/,iger Schwefelsiure suspendiert und 4 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbade erwarmt. Es trat keine vollstandige Lésung ein. Es 
verblieb ein geringer G6liger Riickstand, der sich als unveraindertes Aus- 
gangsmaterial erwies. Die Riickstéinde mehrerer Versuche wurden ge- 
sammelt und nochmals unter den geschilderten Bedingungen hydrolysiert. 
Beim Erkalten der Hydrolysenfliissigkeit schieden sich neben Spuren von 
Benzoesiure 6lige Bestandteile aus (etwa 10°/, des Ausgangsmaterials). Sie 
wurden in waBrigem Alkohol aufgenommen. Die Lésung wurde mit Tier- 
kohle entfairbt. Bei ihrem Eindunsten verblieb ein Ol, das mit Petrolaither 
verrieben wurde, bis es erstarrte. Das so gewonnene Produkt war in Alkohol 
kaum mehr léslich. Millonreaktion positiv. Wie die folgende Analyse zeigt, 
handelt es sich um unverandertes Ausgangsmaterial. Zur Analyse wurde 
2 Stunden bei 120° getrocknet. 

1,918 mg Subst.: 4,230 mg CO,, 1,145 mg H,O. — 20,7 mg Subst. ver- 
brauchten 1,6 ccm n/10-H,SO,. Berechnet Benzoylpentapeptid (623,5) 
C = 59,68°/,, H =5,98°/,, N = 11,23°/,; gefunden: C = 60,16°/,, H = 6,68°/,, 
N = 10,83°/. 

Im Rest der Hydrolysenfliissigkeit wurde die Schwefelsiure quantitativ 
mit Baryt entfernt. Den Bariumsulfatniederschlag kochten wir wiederholt 
aus und dampften dann die vereinigten Filtrate unter vermindertem Druck 
ein. Es verblieb ein amorpher, blasiger Kérper. Er léste sich in Wasser. 
Beim Aufnehmen des Riickstandes mit 96°/,igem Alkohol erhielten wir 
2 Anteile: einen in Alkohol unléslichen (I) und einen in ihm léslichen (II). 
Der Kérper II wurde aus der alkoholischen Lésung mit Ather gefallt. Der 
ganze Vorgang wurde mehrfach wiederholt, bis eine Trennung der beiden 
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Kérper I und II gewahrleistet schien. Die bei der Fallung der alkoholischen 
Lésung mit Ather verbleibende atherische Lésung wurde fiir sich verdampft. 
Kis verblieb ein 6liger Riickstand (III), der nach einigen Tagen krystallin 
erstarrte. Es handelte sich um Hippursaure. Schmelzp. 186° (Mischschme!z. 
punkt 184—186°). Aus 3g Benzoylprodukt B gewannen wir etwa 0,9 g des 
Koérpers I, etwa 0,7 g des Korpers II und etwa 0,4g des Korpers III. 

Untersuchung des Korpers I. Nach mehrmaligem Digerieren mit Alkoho| 
wurde ein farbloses, amorphes Produkt erhalten. Ninhydrinreaktion positiy. 
NH,—N:N=1:2,37. Die Verbindung wurde 6 Stunden lang bei 120° ge. 
trocknet. Eine 3°/,ige waBrige Lésung zeigt « = — 0,08°; [a]2°° = — 2,7°, 
Nach dem Analysenergebnis lag Seryl-prolin vor. Zur Identifizierung des 
isolierten Dipeptides stellten wir Derivate dar. 

52mg Subst. in 10cem H,O gelést: 

I cem nach van Slyke 0,288 mg N; 1 cem nach Kjeldahl 0,686 mg N. 


3,902 mg Subst.: 6,80 mg CO,, 2,43 mg H,O. — 18,39 mg Subst. ver- 


brauchten 1,85 ccm n/10-H,SO,. — 25,28 mg Subst. verbrauchten 2,45 ccm | 


n/10-H,SO, (Versuch II). Berechnet fiir Seryl-prolin C,H,,0,N, (202.2) 
C = 47,6°/,, H = 6,95°/,, N = 13,86°/,; gefunden C = 47,53°/,, H = 6,97°),, 
N=14,09, 13,58°/,. 

a) Phenylisocyanatverbindung. 0,2 g Substanz wurden in 10 ccm 
Wasser gelést, mit 1ccm n-NaOH (molare Menge) versetzt. Dann wurde 
mit 0,6g Phenylisocyanat (6 Mol) in atherischer Lésung bei 0° innerhal) 
1 Stunde gekuppelt. Die Lésung, aus der nach Istiindigem Stehen der aus- 
gefallene Diphenylharnstoff abfiltriert wurde, wurde mit 2 n-HCl angesauert. 
Es fiel ein farbloser, amorpher Koérper. Menge: 0,15 g. Léslich in Alkohol, 
sehr wenig léslich in Wasser. 

4,063 mg Substanz; 0,454 cem N (770/23°) = 13,1°/) N; berechnet fiir 
C,;H, Nz (321) N = 13,05°/,. 

Aus der sauren Lésung gewannen wir nach erfolgtem Eindampfen und 
Aufnehmen des 6ligen Riickstandes mit absolutem Alkohol nochmals 0,1 ¢ 
des gleichen Produktes. Gesamtausbeute: 80°/,). 19,2 mg Subst. verbrauchten 
1,75 ceem n/10-H,SO, = 12,77°/,. 

Der Versuch, das Phenylisocyanatseryl-prolin durch Hydrolyse mit 
25 vel.-°/,iger Schwefelsiure in Prolin und das Hydantoin des Serins iiber- 
zufiihren, miBlang insofern, als es nicht gliickte, die letztere Verbindung zu 
isolieren. Zur Kontrolle versuchten wir Phenylisocyanatserin nach dem- 


selben Verfahren in das Hydantoin umzuwandeln. Auch hierbei erhielten wir 


die gesuchte Verbindung nicht im reinen Zustand. 

b) Benzolsulfoderivat. 0,7g des Dipeptids wurden mit 3,8 ccm 
n-NaOH (molare Menge) versetzt. Hierauf kuppelten wir mit 5,5 g Benzo!- 
sulfochlorid (8 Mol) und weiteren 6,5 ccm n-NaOH bei 0° (Kupplungsdauer: 
3 Stunden). Nach Beendigung der Reaktion atherten wir zur Entfernung 
des iiberschiissigen Benzolsulfochlorids aus. Beim Ansauern fiel 0,5—0,6 ¢ 
eines amorphen K6rpers aus. Er wurde in Alkohol gelést. Vom Ungeldsten 
wurde abfiltriert und das Filtrat in eiskalten Ather eingegossen. Es fielen 
farblose Flocken aus. Sie lésten sich leicht in Alkohol, sehr wenig in Ather. 

20,9 mg Subst. verbrauchten 1,2 ccm n/10-H,SO,. — 2,801 mg Subst: 
1,965 mg BaSO,. Berechnet fiir Benzolsulfoseryl-prolin C,,H,,O,N.S (342.2) 
N = 8,2°/,, S = 9,379/,; gefunden N = 8,04°/,, S = 9,63°/,. 
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Isolierung von Glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin usw. 61 
Aus dem ausgeatherten Filtrat wurden nach dem Eindampfen und Auf- 
nehmen des Riickstandes mit Alkohol noch 0,3 g des gleichen Produktes er- 
halten. Gesamtausbeute: 75°/). 


Volistandige Hydrolyse. des Benzolsulfoseryl-prolins. 0,4 g¢ Substanz, 
in 10 ccm 25 vol.-°/,iger Schwefelsiure suspendiert, wurden 6 Stunden am 
tuckfluBkiihler auf dem Drahtnetz erhitzt. Nach 10—15 Minuten trat 
Lésung ein. Beim Abkiihlen schieden sich in geringer Menge langgestreckte 
Prismen aus. In der Hauptsache entstand ein braunes Ol (etwa 0,2 g). 
Dieses wurde in waBrigem Alkohol gelést und die Lésung mit Tierkohle ent- 
firbt. Beim Verdampfen der Lésung erhielten wir ein Ol, das beim Ver- 
reiben mit Petrolather fest wurde. Trotz vieler Bemiihungen gelang es nicht, 
das Produkt krystallin zu erhalten. Es lag, wie die folgenden Analysen- 
ergebnisse zeigen, Benzolsulfoserin vor. 


18,6 mg Subst. verbrauchten 0,8 ccm n/10-H,SO, = 6,02°/, N;_ be- 
rechnet fiir CyH,,O,;NS (245,1) N = 5,72°/). 

Aus dem Filtrat der oben erwaihnten Abscheidungen wurde die Schwefel- 
siure mit Baryt entfernt, das Filtrat verdampft und der Riickstand (etwa 
0,1 g) in Alkohol aufgenommen. Die alkoholische Lésung wurde dann ver- 
dampft. Es zeigte sich deutlich der Pyrrolidingeruch des Prolins. Das in 
ygewohnter Weise dargestellte Kupfersalz erwies sich als in Alkohol léslich. 
Ks wurde zur Analyse bei 120° getrocknet. 


2,602 mg Subst.: 0,679 mg CuO. — 24,3 mg Subs. verbrauchten 1,65 cem 
n/10-H,SO,. Prolinkupfer (C,)»H,,O,N,Cu) (291,7) berechnet Cu = 21,79°/,, 
N = 9,6°/,; gefunden Cu = 21,4°/,, N = 9,51). 


Untersuchung des Korpers II. Es erwies sich als sehr schwierig, den 
Korper II zu reinigen. Es waren ihm noch Anteile von Kérper I beigemischt. 
Ferner enthielt er freies Glykokoll. Er ergab positive Ninhydrinreaktion 
und im Gegensatz zu Ko6rper I positive Millonreaktion. Das Produkt . 


schmeckte unangenehm bitter. Eine 3°/,ige waBrige Lésung zeigte « = —0,20°; 
[~]2?° = — 6,6. Zur Analyse wurde 6 Stunden bei 120° getrocknet. 


53,5 mg Subst. in 10cem H,O gelost: 

leem nach van Slyke = 0,346mg N; lcem nach Kjeldahl 
— 0,686 mg N. Verhaltnis NH,-N: N = 1: 2,0. 

20,2 mg Subst. verbrauchten 1,55 ccm n/10-H,SO, = 10,75°/, N; be- 
rechnet fir Tyrosyl-prolin C,,H,,0,N, (278,2) N = 10,1°/9. 

Es lag somit ein aus Tyrosin und Prolin bestehendes Dipeptid vor. 


Darstellung von Derivaten. a) Phenylisocyanatverbindung. 0,25 ¢ 
Substanz, in 10 cem H,O gelést, wurden mit 0,9 com n-NaOH (molare Menge) 
versetzt und mit 0,6 g Phenylisocyanat (6 Mol) in atherischer Lésung bei 0° 
gekuppelt. Kupplungsdauer 1 Stunde. Nach Entfernung des ausgefallenen 
Diphenylharnstoffs wurde die Lésung angesduert. Es fiel ein farbloses 
amorphes Produkt aus, das in Wasser sehr wenig léslich war. Es wurde aus 
Wasser—Alkohol umgefallt. Menge: etwa 0,25 g = 70°/, Ausbeute. 

19,4mg Subst. verbrauchten 1,45ccm n/10-H,SO, = 10,47°/, N; 
berechnet fiir Phenylisocyanattyrosyl-prolin C,,H,,0;N, (397,3) N = 10,58°/,. 


b) Benzolsulfoverbindung. 0,4g Dipeptid wurden in bekannter 
Weise mit 6 Mol Benzolsulfochlorid in schwach alkalischer Lésung gekuppelt. 
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Beim Ansauern mit verdiinnter HC] fielen 0,4 g eines Oles aus, das nach kurzer 
Zeit fest wurde. Das Produkt wurde aus Alkohol—Wasser umgefallt. Durch 
Eindampfen der salzsauren Lésung wurden noch weitere 0,3 g des gleichen 
Produktes erhalten. Es war jedoch nicht ganz rein. Gesamtausbeute 
80°/,. Zur Analyse wurde das lufttrockene Produkt verwendet. 


2,809 mg Subst.: 5,405mg CO,, 145mg H,O. — 3,115 mg Subst.: 
5,990 mg CO,, 1,59mg H,O. — 32,2mg Subst. verbrauchten 1,2 ccm 
n/10-H,SQ,. 

Dibenzolsulfotyrosyl-prolin -+ 2H,O: CygH,.O,N.S, + 2H,O (594,5). 
Berechnet C = 52,51°/,, H = 5,099/,, N = 4,71°/); gefunden C = 52,4°/,, 
H = 5,78°/,, N = 5,22°/,. Bei 110—120° gab der Ké6rper 5,35°/) Wasser 
ab, berechnet fiir 2 Mol: 6°/). 


Vollstandige Hydrolyse der Benzolsulfoverbindung. 0,5 ¢ Substanz, in 
14ccm 265 vol.-°/,iger Schwefelsiure suspendiert, wurden 61/, Stunden auf 
dem Drahtnetz am RiickfluBkiihler gekocht. Wahrend des Kochens schied 
sich ein braun gefarbtes Ol aus, das beim Erkalten fest wurde. Menge: 0,2 
bis 0,3 g. Das Rohprodukt wurde in Alkohol—Wasser gelést und die Lésung 
mit Tierkohle entfarbt. Beim Einengen des Filtrates schieden sich bei 
langerem Stehen allmahlich Nadeln aus. Sie wurden nochmals aus Alkohol- 
Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 112—114° (Dibenzolsulfotyrosin, Schmelz- 
punkt 117°). 

4,05 mg Subst.: 4,005 mg BaSO, = 13,58°/, S; berechnet fiir Dibenzol- 
sulfotyrosin (461,3) S = 13,9°/o. 

Aus dem Filtrat wurde die Schwefelsiure mit Baryt entfernt, das 
Filtrat unter vermindertem Druck eingedampft, der Riickstand (etwa 0,1 g) 
in Wasser aufgenommen und vom Ungelésten abfiltriert. Nach nochmaligem 
Eindampfen wurde der Riickstand in Alkohol gelést und die alkoholische 
Lésung in kalten Ather eingegossen. Wir erhielten so ein farbloses amorphes 
hygroskopisches Produkt. Wir verwandelten es in das Kupfersalz und er- 
hielten eine in Alkohol lésliche Verbindung. Es handelte sich um Prolin. 
Ein kleiner Teil des erhaltenen Kupfersalzes war in Alkohol unléslich. Zur 
Analyse kam die in Alkohol lésliche Substanz. 

6,91 mg Subst.: 1,72mg CuO. — 2,232 mg Subst.: 3,020mg CO,, 
1115 mg H,O.  Berechnet fiir C,)H,,O,N,Cu+2H,0: Cu = 19,5°),, 
C = 36,7°/,, H=6,15°/,; gefunden Cu=19,89°/,, C=36,919/,, H=5,59°,. 


Untersuchung der Benzoylfraktion A (vgl. S. 254). Das erschépfend mit 
Petrolither extrahierte Rohprodukt A stellte einen farblosen, amorphen Kérper 
dar, der im Gegensatz zu Fraktion B in der Hauptsache aus dibenzoylierten 
Polypeptiden bestand. Er léste sich in Wasser, Alkohol und Ather nicht. In 
Pyridin war der gréBte Teil davon léslich. Die Millonreaktion war negativ, 
wurde jedoch nach kurzem Kochen mit Lauge positiv. Aus der Pyridinlésung 
erhielten wir durch fraktionierte Fallung mit Ather in der Hauptsache ein 
Produkt, das (der Analyse nach) das Dibenzoylderivat des monobenzoylierten 
Pentapeptids B darstellte. 

51,5 mg Substanz, in 5cem Pyridin gelést, verbrauchten bis zur Neu- 
tralisation gegen Phenolphthalein 0,75 cem n/10-NaOH. Berechnet 0,71 ecm. 
Nach Zusatz von weiteren 5ccm n/10-NaOH wurde die Lésung 3 Stunden 
im Brutraum aufbewahrt. Die Riicktitration mit n/10-H,SO, ergab, dal 
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(0,8 cem.n/10-NaOH gebunden worden waren, entsprechend einer frei ge- 
wordenen Carboxylgruppe. 


Beim Trocknen der Substanz bei 120° verlor sie 5,65°/, Wasser. Be- 
rechnet fiir ein aus je 1 Mol Glykokoll, Serin und Tyrosin und 2 Mol Prolin 
bestehendes 21/, Mol Wasser enthaltendes Dibenzoylpentapeptid: 5,85°/, 
Wasser. 

44,3 mg Subst. enthielten 2,5 mg H,O = 5,65°/, Wasser. — 2,351 mg 
Subst.: 5,375 mg CO,, 1,365mg H,O. — 30,1 mg Subst. verbrauchten 
2,05 ccm n/10-H,SO,. 

Dibenzoylpentapeptid (Tyrosin, Serin, 2 Prolin, Glykokoll) C,,H,,0,,N; 
(727,6) berechnet: C = 62,7°/,, H = 5,68°/,, N = 9,63°/,; gefunden: 
C = 62,38°9/,, H = 6,4°/,, N = 9,56°/). 

Molekulargewichtsbestimmung des lufttrockenen Produktes 
nach der Methode Barger-Rast. Lésungsmittel: Pyridin. Vergleichs- 
lésungen: Benzillésungen von bekanntem Gehalt. Molare Lésung = 1 Mol 
Substanz in 1000 g Lésungsmittel. Eine Objektlésung, die 34,2 g Substanz 
in 1000 g Pyridin enthielt, war isotonisch mit einer 0,045 molaren Vergleichs- 
lésung. Daraus ergab sich das Mol.-Gew.: 760. Berechnet fiir Dibenzoy]l- 
pentapeptid (vgl. oben) + 21/, Mol: 772. (Bei gleicher TropfengréBe wurden 
folgende Veranderungen nach 8 Tagen gemessen: 0,04 molar — 5 Einheiten; 
0,05 molar + 7 Einheiten; 0,06 molar + 28,5 Einheiten.) 

Kupplung des Rohpolypeptids (NH,-N: N = 1: 4,5) (vgl. S. 253) mit d,l-«- 
Bromisocapronylchlorid. 0,9 g Substanz, in 30 ccm Wasser gelést, wurden 
mit 3 g «-Bromisocapronylchlorid (5 Mol) innerhalb 1 Stunde bei 0° in soda- 
alkalischer Lésung gekuppelt. Wahrend des Kuppelns fiel ein 01 aus (0,7 g), 
das nach Beendigung der Reaktion abzentrifugiert wurde (Kérper a). Beim 
Anséuern der Lésung fiel ein amorpher Kérper (0,3 g) (Kérper b). Beim 
Eindampfen der mit Schwefelsiure neutralisierten Mutterlauge lieBen sich 
nach Entfernung der anorganischen Substanzen mittels Alkohols weitere 
0,5 g eines in Wasser leicht léslichen, farblosen Produktes gewinnen, das in 
absolutem Alkohol unléslich war. Es gab Millon- und Ninhydrinreaktion. 
Da dieser Kérper kein Brom enthielt, handelte es sich offenbar um nicht ge- 
kuppeltes Ausgangsmaterial. 

Die Analyse des K6rpers b stimmte auf ein Mono-d,1-«-bromisocaprony]- 
pentapeptid (enthaltend je 1 Mol Glykokoll, Serin, Tyrosin und 2 Mol Prolin). 
Beim Trocknen der lufttrockenen Substanz bei 120° verlor der Kérper 5,37°/, 
Wasser. Berechnet fiir 2 Mol Wassergehalt des erwahnten Derivates: 4,9°/, 
und fiir 21/, Mol: 69/5. 

0,1023 mg Subst. verloren 5,5 mg Wasser = 5,37°/,. — 18,64 mg Subst. : 
5,10 mg AgBr. — 36mg Subst. verbrauchten 2,7 ccm n/10-H,SO,. 

Berechnet fiir Mono-x-bromisocapronylpentapeptid (enthaltend Tyrosin, 
Serin, Glykokoll und 2 Mol Prolin): Cjzg9H,.O,N;Br (696,5) Br = 11,49°/,, 
N = 10,12°/,; gefunden: Br = 11,65°/), N = 10,5°/o. 

Der Versuch, das Molekulargewicht der Verbindung nach der Methode 
von Barger-Rast festzustellen, fiihrte leider zu keinem Erfolg, weil ein 
Teil der Substanz kolloid gelést blieb und sich nach kurzer Zeit wieder 
abschied. 

Der Koérper a wurde in Chloroform gelést und mit Petrolither gefallt. 


Die Fallung wurde nach kurzem Stehen im Exsiccator fest. Die Verbindung 
18* 
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war unléslich in Wasser, dagegen zum gréBten Teil léslich in Pyridin. Zur 
Reinigung wurde die Verbindung aus der Pyridinlésung mit Ather ausgefiillt. 
Die Millonreaktion wurde erst nach vorausgehender Erwarmung der Ver- 
bindung mit NaOH positiv. Beim Trocknen des lufttrockenen Produktes 
bei 120° verlor das Produkt 4,7°/, Wasser. Berechnet fiir das Di-d, l-«-brom- 
isocapronylderivat des oben erwahnten Pentapeptids + 2 Mol Wasser: 
3,95°/5, fiir 21/, Mol: 4,95°/,. 


0,1318 mg Subst. verloren bei 120° 6,2 mg H,O = 4,70°/,. — 25,3 mg 
Subst.: 11,00 mg AgBr (Carius). — 43,3 mg Subst. verbrauchten 2,35 ccm 
n/10-H,SO,. 

Di-x-bromisocapronyl-pentapeptid (vgl. Kérper b) C,,H;,0,)>N;Br, (873,5). 
Berechnet: Br = 18,3°/), N = 8,02°/,; gefunden: Br = 18,48°/,, N = 7,6°/,. 

Nach 4stiindigem Erwairmen des Produktes mit n/10-NaOH auf 37° 
wurde ein Saéurezuwachs von 90°/, des Anfangswertes erzielt. Es war dic 
O-«-Bromisocapronylgruppe abgespalten worden. 


41,0mg Substanz, in 5ccm Pyridin gelést, verbrauchten bis zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein 0,5ccm n/10-NaOH (berechnet 0,45 ccm). 
Nach Zusatz von weiteren 3,4 cem n/10-NaOH wurde die Lésung 4 Stunden 
im Brutraum stehen gelassen. Die Riicktitration mit n/10-Schwefelsiure 
(verbraucht 3,0 ccm) zeigte eine Bindung von 0,4 ccm n/10-NaOH an. 


Untersuchung des Benzoylproduktes C (vgl. 8S. 254). Aus 8 g Rohprodukt 
(NH,—N: N = 1:4,5) wurden etwa 4g Benzoylkérper C erhalten. Er war 
unléslich in Aceton, Chloroform und Essigester, dagegen léslich in Wasser. 
Zur Reinigung wurde der Benzoylkérper mit Pyridin ausgezogen. Dabei 
ging der gréBte Teil in Lésung. Ein kleiner Teil blieb ungelést (zum gréBten 
Teil Verunreinigungen). Beim EingieBen der Pyridinlésung in Ather fiel das 
Benzoylprodukt wieder aus. Ninhydrinreaktion negativ; Biuret- und Millon- 
reaktion positiv. Es lag das Natriumsalz einer monobenzoylierten Verbindung 
vor. 56,3 mg Substanz, in 5ccm Pyridin gelést, wurden gegen Phenol- 
phthalein mit n/10-NaOH neutralisiert. Verbraucht wurden 0,1ccm n/10-NaOQH 
(Korrekturwert des verwendeten Pyridins). Nach Zusatz von weiteren 5 ccm 
n/10-NaOH wurde die Lésung 4 Stunden lang bei 37° aufbewahrt. Zur Riick- 
titration verbrauchten wir 4,9 ccm n/10-H,SO,. Es hatte somit keine Ab- 
spaltung von Benzoesaure stattgefunden. Das gleiche war der Fall, als wir 
nach 24stiindiger Einwirkung von n/10-NaOH priiften, wieviel von der zu- 
gesetzten Lauge verbraucht war. 

Bei der Analyse der Benzoylverbindung C stieBen wir auf Schwierig- 
keiten. Die Substanz erwies sich als aschehaltig. Es handelte sich offenbar 
um Wolframate, die bei der Fallung mit Phosphorwolframsaure zuriick- 
geblieben waren. Es gliickte nicht, die Asche véllig zu beseitigen. Wir teilen, 
obwohl die Ubereinstimmung keine ganz vollstandige ist, die Analyse des 
Natrium- und Kaliumsalzes des Benzoylproduktes C mit. Die Werte stimmen 
annihernd auf ein monobenzoyliertes Tetrapeptid, bestehend aus je 1 Mo! 
Tyrosin, Serin und 2 Mol Prolin. 

3,235 mg Subst.: 6,600 CO,, 1,845 H,O. — 46,8 mg Subst. verbrauchten 
3,2 ccm n/10-H,SO,. Berechnet fiir C,,H,,0,N,Na + 2H,O (624,5) C = 55,75° , 
H = 5,979/,, N = 8,979/); gefunden: C = 55,65°/), H = 6,39/,, N = 9,58°/). 
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r Kaliumsalz: 2,672 mg Subst. (mit K,Cr,0, verbrannt): 5,265 mg CO,, 
1,52 mg H,O. Berechnet fiir C,.H,,0,N,K + 2H,O (640,5) C = 54,35°/,, 
H = 5,82°/,; gefunden C = 53,78°/,, H = 6,36°/,. 


Fiir die Annahme eines Tetrapeptids der genannten Zusammensetzung 
sprechen die Ergebnisse der stufenweisen Hydrolyse des Benzoylproduktes. 


Ergebnis der Hydrolyse der Benzoylverbindung C mit 10 vol.-°/,iger 

o Schwefelsdure. 1,8 ¢ Substanz wurden mit 15 ccm 10 vol.-°/,iger Schwefel- 
n siure 4 Stunden lang auf dem siedenden Wasserbade am _ RiickfluBkihler 
erwarmt. Die Verbindung hatte sich nach etwa 5 Minuten vollstandig ge- 
lést. Beim Abkiihlen der Hydrolysenfliissigkeit krystallisierten Blattchen aus 
(0,15 g). Durch Ausathern der Lésung konnten weitere 0,2 g der gleichen 
Krystalle erhalten werden. Es handelt sich um Benzoesiure. Schmelzp. 
122°. Ausbeute: 19,4°/,. Berechnet fiir ein Tetrapeptid der oben erwahnten 
. Zusammensetzung 20,7 °/,. Neben der Benzoesaure, deren leichte Abspaltbar- 
keit aus einem N-Benzoylpeptid auf eine Kupplung mit der Aminogruppe 


r des Serins schlieBen lieB (vgl. die Vorversuche S. 256), wurden aus dem 
). Filtrat nach der Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt und Eindampfen 
" der Lésung unter vermindertem Druck 2 Dipeptide gewonnen. Der eine 
e Koérper (1) war in 96°/,igem Alkohol unléslich, waihrend Ké6rper 2 sich 


darin léste. Ausbeute an Kérperl = 0,6g, an Koérper2 = 0,9g. Beim 
Koérper 1 war das Verhaltnis von NH,—-N:N =1:1,9, beim Kdérper 2 
t = 1: 2,23. 
r In 10cem H,O gelést: 


: I. 48,0 mg Subst.: l1cem nach van Slyke 0,324mg N; lecm nach 
Kjeldahl 0,616mg N. — II. 39,lmg Subst.: lecm nach van Slyke 
0,188 mg N; lecm nach Kjeldahl 0,42 mg N. 


. Untersuchung des Koérpers 1. Zur Reinigung wurde er mehrere Male 
rf mit Alkohol ausgezogen und zur Analyse bei 110° getrocknet. Wir erhielten 
das Produkt in Gestalt eines farblosen, amorphen Pulvers. Unldéslich in 
{ 96°/,igem Alkohol, leicht léslich in Wasser; geruch- und geschmacklos. 
1 Ninhydrinreaktion positiv, Millon- und Biuretreaktion negativ. Der Stick- 
stoffgehalt weist auf ein aus Serin und Prolin bestehendes Dipeptid hin. 


; 22,4 mg Subst. verbrauchten 2,2ccm n/10-H,SO,. — 17,5 mg Subst. 
' verbrauchten 1,75 ccm n/10-H,SO, (Versuch II). 


Seryl-prolin C,H,,0,N, (202,1) berechnet N = 13,86°/,; gefunden: 
N = 13,765, 14,0°/). 


Benzolsulfoverbindung. 0,5 g Substanz, in 10 ccm Wasser gelést, wurden 
mit 2,5ccm n-NaOH (molare Menge) versetzt und mit 1,8g Benzolsulfo- 
chlorid (4 Mol) und 6ccm n-NaOQH gekuppelt. Kupplungsdauer 2!/, Stunden 
bei 0°. Nach dem Ausiathern des iiberschiissigen Benzolsulfochlorids und An- 
siuern mit HCl erhielten wir ein Ol, das nach kurzer Zeit fest wurde. Es 
wurde aus Alkohol—Ather umgefallt. Ausbeute: 0,4 g. Wenig léslich in Wasser. 


25,4 mg Subst. verbrauchten 1,45 ccm n/10-H,O,. — 4,147 mg Subst.: 

| 2,672 mg BaSQ,. 
Benzolsulfoseryl-prolin C,,H,,O,N,S (342,2) berechnet N = 8,19°/), 
S = 9,379/); gefunden N = 8,0°/,, S = 8,85°/,. 
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Aus dem Filtrat der abgeschiedenen Benzolsulfoverbindung erhielten 
wir beim Eindampfen durch Aufnehmen des Riickstandes mit Alkohol noch 
0,4 g¢ des gleichen Produktes. Gesamtausbeute: etwa 90°/). 


Vollstandige Hydrolyse des Benzolsulfoseryl-prolins. 0,5 g Benzolsulfo- 
verbindung wurden 51/, Stunden mit 10 ccm 25 vol.-°/,iger Schwefelsaure 
auf dem Drahtnetz erhitzt. Die Verbindung ging nach kurzer Zeit in Lésung. 
Beim Ansauern schied sich ein braunes O] aus, das in Alkohol—Wasser gelist 
und mit Tierkohle entfirbt wurde. Beim Eindampfen der Lésung verblieb 
ein Ol (etwa 0,25 g), aus dem nach langem Stehen schlieBlich lange Prismen 
auskrystallisierten. Schmelzp. (nicht ganz scharf) 196—203°. Benzol- 
sulfoserin 208—209°. 


20,2 mg Subst. verbrauchten 0,8 ccm n/i0-H,SO,. Berechnet fiir Benzol- 
sulfoserin: N = 5,72°/,, gefunden N = 5,55°/,. 

Aus dem Filtrat des oben erwahnten Ols beseitigten wir die Schwefel- 
siure mit Baryt und verdampften zur Trockne. Es hinterblieb ein Sirup 
(etwa 0,2 g), der in Alkohol und Wasser leicht léslich war. Wir reinigten das 
Produkt durch Lésen in Alkohol und EingieBen der alkoholischen Lésung 
in eiskalten Ather. Wir erhielten so einen farblosen, amorphen KéOrper. 
Ninhydrin- und Fichtenspanreaktion positiv. Nach mehrmaligem Umfallen 
des Koérpers aus der alkoholischen Liésung mit Ather stellten wir in bekannter 
Weise das Kupfersalz dar. Es wurde zur Analyse bei 100° getrocknet. 


6,50 mg Subst.: 1,78 mg CuO. — 21,6 mg Subst. verbrauchten 1,4 ccm 
n/10-H,SO,. 

Prolinkupfer: C,,H,,O,N.Cu (291,7) berechnet: Cu = 21,79°/,, 
N = 9,6°/); gefunden: Cu = 21,9°/,, N = 9,08°/ . 


Untersuchung des Korpers 2 (vgl. S. 265). Zur Reinigung wurde das Pro- 
dukt mehrmals in Alkohol gelést. Die alkoholische Lésung lieBen wir jeweilen 
lingere Zeit stehen und filtrierten von Abscheidungen ab. Die schlieBlich 
klar bleibende alkoholische Lésung wurde dann in kalten Ather eingegossen. 
Wir erhielten so 0,35 g Substanz. Geschmack bitter. Leicht léslich in Wasser 
und Alkohol. Ninhydrin- und Millonreaktion positiv. Biuretreaktion negativ. 
NH,—N: N = 1:2,23. Zur Analyse wurde die Substanz 4 Stunden lang bei 
100° getrocknet. Der erhaltene Stickstoffwert stimmt gut auf ein aus 
Tyrosin und Prolin bestehendes Dipeptid. 


22,5 mg Subst. verbrauchten 1,7 ccm n/10-H,SO, = 10,58°/, N. Tyro- 
syl-prolin: C,,H,,0,N, (278,2) berechnet: N = 10,1°/. 


Benzolsulfoverbindung. 0,8 g Substanz wurden in bekannter Weise 
mit Benzolsulfochlorid (4 Mol) in schwach alkalischer Lésung gekuppelt. 
Kupplungsdauer: 3 Stunden. Beim Ansiuern mit HCI fiel ein Ol aus, das in 
Alkohol gelést und mit Petrolather gefallt wurde. Es wurde nach kurzer 
Zeit fest. Ausbeute: 0,4 g. Wenig léslich in Wasser. Millonreaktion negativ, 
nach kurzem Kochen mit NaOH positiv. Durch Eindampfen des Filtrates 
des oben erwahnten Oles und Aufnehmen des Riickstandes in Alkohol er- 
hielten wir weitere 0,6 g der gleichen Verbindung. Gesamtausbeute: etwa 60° ,. 


3,955 mg Subst.: 7,625 mg CO,, 2,070mg H,O. — 3,238 mg Subst.: 
6,255 mg CO,, 1,725mg H,O. — 31mg Subst. verbrauchten 1,0 ccm 
n/10-H,SO,. 
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Isolierung von Glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin usw. °67 


Dibenzolsulfotyrosyl-prolin: C,,H,0,N,S, + 2H,O (594,5). Be- 
rechnet: C = 52,5°/,, H = 5,099/,, N= 4,71°/,; gefunden: C = 52,6, 
52,79/9, H = 5,86, 5,9°9/,, N = 4,52°%/,. 

75mg Subst. verloren beim Trocknen 3,9mg H,O = 5,35°/, H,O, 
berechnet fiir 2H,O = 6°/). 


Vollstandige Hydrolyse des Benzolsulfodipeptids. 0,8 g Substanz, in 14 ccm 
25 vol.-°/,iger Schwefelsiure suspendiert, wurden 7 Stunden lang am Riick- 
fluBkihler gekocht. Nach etwa 10 Minuten war vollstandige Lésung ein- 
getreten. Aus der erkalteten Lésung schieden sich innerhalb von 24 Stunden 
ficherartig vereinigte Nadeln aus. Ausbeute etwa 0,3 g. Sie wurden in ver- 
diinntem Alkohol gelést und mit Tierkohle gereinigt. Schmelzp. 112°. 
(Schmelzpunkt des Dibenzolsulfotyrosins 116—117°.) 

20,1 mg Subst. verbrauchten 0,45 ccm n/10-H,SO, = 3,07°/, N,  be- 
rechnet fiir Dibenzolsulfotyrosin: 3,04°/, N. 

Aus dem Filtrat des Dibenzolsulfotyrosins wurde die Schwefelsiure 
entfernt. Beim Verdampfen des Filtrates erhielten wir einen Sirup. Er 
wurde in absolutem Alkohol aufgenommen und die filtrierte Lésung in eis- 
kalten Ather eingegossen. Ausbeute: 0,3g. Leicht léslich in Wasser und 
Alkohol, hygroskopisch. Das in gewohnter Weise hergestellte Kupfersalz 
erwies sich als dasjenige des Prolins. Es war in Alkohol léslich. 

7,3mg Subst.: 18mg CuO. — 7,8mg Subst.: 197mg CuO. — 
2,560 mg Subst.: 3,415 mg CO,, 1,285 mg H,O. 

Prolinkupfer + 2H,O: (C,)H,,0,N,Cu + 2H,O (327,1) berechnet: 
Cu = 19,59/,, C = 36,79/,, H = 6,159/); gefunden: Cu = 19,7, 20,2°/), 
C = 36,3°/,, H = 5,62°/,. 


Zusammenfassung. 


Beim stufenweisen Abbau von entleimtem Seidenfibroin 
(Bombyx mori) mit n-Alkali bei 37° wurden die beiden folgenden 
Polypeptide isoliert und durch das Ergebnis der Elementaranalyse, 
der vollsténdigen und teilweisen Hydrolyse identifiziert: Glycy1- 
seryl-prolyl-tyrosyl-prolin und Seryl-prolyl-tyrosyl- 
prolin. Fir die Aufklarung der Struktur der beiden genannten 
Polypeptide war u.a. die Beobachtung wegleitend, da die 
N-Benzoylgruppe des Serins im Gegensatz zu derjenigen der keine 
Oxygruppe aufweisenden aliphatischen Aminosiuren durch ver- 
diinnte Séure auffallend leicht abspaltbar ist. Es wurden ferner 
aus Dibenzoylglycyl-serin beim Erwiérmen mit 25 Vol.-°/jiger 
Schwefelsiure Benzoesiure, Hippursiure und Serin gebildet. 














Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
XXXIX. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der 12-Oxy-cholansaure. 


Von 
Heinrich Wieland und Elisabeth Dane. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1932.) 


Die bisherige Entwicklung der Strukturfrage hat, durch Aus- 
schlieBung anderer Moglichkeiten, zu der Annahme gefiihrt, dal 
die beiden im Gesamtgefiige der Molekel noch nicht untergebrachten 
C-Atome als HC-CH,-Gruppe in Ring III, einen Siebenring, ein- 
geordnet seien. Um mit dieser Annahme experimentell weiter zu 
kommen, haben wir uns die Aufgabe gestellt, die Natur dieses 
Ringes, frei von den st6renden Einfliissen benachbarter Gruppen, 
genauer kennenzulernen. Als Vorbild dienten die Methoden, die 
zum Studium der Ringe I und II von Nutzen gewesen waren. 
Hier hatte die Kenntnis der Oxycholansiuren (8- und 7-) und der 
entsprechenden Ketosiuren die Méglichkeit geboten, sei es durch 
oxydative Ringsprengung, sei es auf dem Wege der Bromierung 
und sich anschlieBender Reaktionen, AufschluB uber die Gestaltung 
dieser Ringe sich zu verschaffen. Ring III hat sich bisher nicht in 
der gleichen Abgrenzung untersuchen lassen, da man noch kein 
geeignetes, nur in Ring III substituiertes Gallensiurederivat 
kennt. Denn die fast gleichzeitig von Borsche und Todd?) und 
von Wieland und Deulofeu?) aus Apocholsdure dargestellte 
B-Cholensaure C,,H,,0, enthalt zwar mit ziemlicher Sicherheit 
ihre Doppelbindung in Ring III, jedoch in einer Lage, in der sie 
bisher nicht mit Erfolg zur Konstitutionsermittlung herangezogen 
werden konnte. Vor allem war sie nicht geeignet, die Gewinnung 
der zuerst angestrebten Verbindung, der aus der Aufsprengung 
von Ring III zu erwartenden Tricarbonséure zu vermitteln. 


') Diese Z. 197, 173 (1931). 
*) Diese Z. 198, 127 (1931). 
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Um zu einer nur in Ring III substituierten Cholansiure zu 
celangen, war es notig, in einer der bekannten, gleichzeitig noch in 
einem anderen Ring substituierten Gallensiure den Sauerstoff 
an dieser Stelle durch Wasserstoff zu ersetzen. Die Erfahrung hat 
cezeigt, daB die an den typischen Stellen, an C,, C; und C,, sekun- 
dir gebundenen OH-Gruppen mit verschiedener Geschwindigkeit 
zu Carbonyl dehydriert werden; die Geschwindigkeit nimmt, wie 
es scheint, in der Reihenfolge C,, —C,; —C, ab. Die sekundire 
Alkoholgruppe C, zeigt die geringste Reaktionsfihigkeit, nicht nur 
gegeniiber Chromséure, sondern auch bei der Esterbildung und 
anderen Reaktionen. Aus dieser Abstufung ergibt sich ein Ver- 
fahren der partiellen Dehydrierung, das erlaubt, Dioxy- (auch 
Trioxy-) cholanséuren in Oxy-ketosiuren umzuwandeln. Fir den 
vorhegenden Zweck kam diese Umformung an der Anthropo- 
desoxycholsaiure (8,12-Dioxy-cholansiure), der 7,12-Dioxy- 
cholansiéure und schlieBlich noch an der Hyo-desoxychol- 
siure (3,18-Dioxy-cholanséiure) in Betracht. Auch Desoxy- 
cholsdure laBt sich in dieser Weise in 3-Keto-7-oxy-cholanséure 
iiberfiihren. 

Hat man aber eine Oxy-ketocholansiure mit einem Sub- 
stituenten in Ring III in der Hand, so fiithren zwei Methoden, die 
von Windaus, Borsche und im hiesigen Laboratorium bei der 
Gallenséureforschung in Anwendung gebracht worden sind, zum 
Ziel. Steht die OH-Gruppe in Ring III, CO an anderer Stelle, so 
desoxydiert man die CO-Gruppe wber das Semicarbazon nach 
Kishner- Wolff und erhalt in meist sehr guter Ausbeute die 
allein in Ring III substituierte Oxycholansiure (A). Befindet sich 
dagegen CO in Ring III, OH auBerhalb, so stellt man durch 
thermische Zersetzung, bei der sich Wasser abspaltet, die Keto- 
cholenséure her, die dann durch katalytische Hydrierung in die in 
Ring III substituierte Oxysiéure iibergefiihrt wird (B). 


H H 
>e}Ring Il Ye} Ring IIT oc lRing Il oc Ring III 
() Kishner | HO Katalyt. Therm. 
Wolff Sw Hydr. Zers. 
06 HC —CH=CH— CHOH—CH,— 
| A ) B 


Bei dem zweiten Verfahren, das zu demselben Ziel fiihrt, 
benutzt man den Unterschied in der Hydrierungsgeschwindigkeit 
der mehrwertigen Ketosiéuren. Man wei8 schon seit langem, dab 
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bei der Reduktion von Dehydrocholsiure (8,7,12-Triketocholan- 
siure) nur die Ketogruppe C, hydriert wird [zur sog. Redukto- 
dehydrocholséure = 3-Oxy-7, 12-diketocholanséure?)|, und Bor- 
sche hat diese Reaktion auch mit katalytisch erregtem Wasserstoff 
sowohl an der Dehydro-cholsiure wie auch an der Dehydro- 
desoxycholsdure (3,7-Diketocholanséiure) durchgefiihrt.?) 

7,12-Diketo-cholanséiure, die wir mit einer geringen 
Abanderung der bisherigen Methode in ausgezeichneter Ausbeute 
gewinnen kdnnen, laBt sich ohne Schwierigkeit zur 7-Keto-, 
12-oxycholansaéure hydrieren, deren Semicarbazon glatt zu der 
prachtvoll krystallisierten 12-Oxycholansaéure (I), dem Ziel der 
Untersuchung, gespalten wird. 





H OH 
C CH,CH, HO,C CH, CH, 
PT tin a “~~ 
Hs G1 CH, CO,H CH, 
CH, | | | 
HC HC!12 CH-CH-CH, CH CH——CH.-C,H,:CO,H 
itn all | P ita 
CH, C23CH,, CH, cH, O—cn, 
| | SdH, J | | SCH, 
CH 
CH, %CH CH, ms CH, CH—CH, 
a — i” 
CH, , CH, 
4 I II 


Wir hatten erwartet, dai die bei der thermischen Zersetzung 
der 12-Oxy-cholanséiure unter Wasserabspaltung sich bildende 
Cholensiure die Doppelbindung zwischen C,, und C,, enthalten, 
sich also in gleicher Weise wie die aus Cholséure und Desoxychol- 
siiure bei dieser Reaktion entstehende Cholatrien- und Choladien- 
siiure glatt zu Cholansiure hydrieren lassen wirde. Dies war in- 
dessen nicht der Fall. Wir isolierten vielmehr eine gegen katalytiscl 
erregten Wasserstoff absolut bestindige Cholensdéure, die mit der 
aus Apocholsiure durch Wasserabspaltung gewonnenen Cholen- 
siure in allen Eigenschaften so nahe tbereinstimmt, da8~ wir 
unsere Séure als mit dieser strukturgleich ansehen miissen. Geringe 
Abweichungen k6nnten auf eine raéumliche Isomerie hindeuten, 
wie sie zwischen Apocholsiure und dem Hydrierungsprodukt der 
Dioxy-choladiensaiure, der sog. S-Apocholséure, besteht. 

Fiir dieses unerwartete Ergebnis wollen wir vorerst keine Er- 
klirung versuchen. Es sei nur daran erinnert, da man auf dem 


1) Ber. chem. Ges. 50, 3318 (1922). 
*) Ber. chem. Ges. 59, 1748 (1926); Diese Z. 176, 109 (1928). 
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an Weg der thermischen Spaltung von der Cholsiure nicht zur Apo- 
to- cholsiure kommt, daB deren Bildung vielmehr von Boedecker 
= bei der Kinwirkung von Schwefelsiure oder Chlorzink auf Cholsiure 
olf beobachtet worden ist.) 

ro- 


Firs erste hat uns die oxydative Aufsprengung von Ring III 
weiter beschaftigt. Mit Salpetersiure lieB sich 12-Oxycholansiure 
in ziemlich glatter Reaktion zu der erwarteten Tricarbonsiure 
C,4Hg0, (11) aufspalten. Mit ihr ist die dritte der isomeren T'ricarbon- 
siuren vom Bilanséuretypus bekannt geworden. Von den beiden 
cleichartigen Séuren hat man auf analogem Weg aus Lithochol- 
siure (3-Oxycholansiure) unter Offnung von Ring I die sog. 
Lithobilianséure?) (III), aus 7-Oxycholansiiure unter Offnung 
von Ring II die als Iso-lithobiliansaiure?) bezeichnete Siéure er- 
halten. Ring IV endlich ist nach Abbau der Seitenkette zur Atio- 
biliansdure®) (IV) aufgesprengt worden. Wir wollen die neue 
Tricarbonséure, die dritte der isomeren, der Kiirze halber als 
oH Thilo-bilianséure —in Anlehnung an ,,Litho‘‘- — bezeichnen. 


ren) 
ite 
)-, 
ler 
ler 


Lithobilianséiure geht bei der thermischen Zersetzung in das 
fo) 
nichst miedere Fiinfring-Keton tiber, was, in Ubereinstimmung 
mit dem analogen Ergebnis am Cholesterin nach Windaus’), als 
Beweis dafiir betrachtet wird, daB die CO,H-Gruppen sich in 1,6- 
(vielleicht auch in 1,7-), sicher nicht in 1,5-Stellung zueinander 
befinden, Ring I also aus mehr als fiinf C-Atomen besteht. Iso- 
ng ape ' +8 
‘ lithobilanséiure, die aus der Offnung von Ring II hervorgeht, 
spaltet in der Hitze lediglich Wasser, kein CO, ab, geht demnach in 


n, , ; " oe 

ri kein cyclisches Keton tiber, woraus man, im Sinn der Blaneschen 
tegel, den SchluB gezogen hat, in Ring II liege ein Fiinfring vor 

n- gel, h gezog ’ 5 ) 5 ° 

ne Nun lieB sich zu unserer groBen Uberraschung auch die Thilo- 


ah hilianséure nicht in ein cyclisches Keton, sondern nur in ihr schon 
krystallisiertes Anhydrid wberfithren. Fiir Ring III haben wir aber 


er 

.. auf Grund der neueren Entwicklung des Strukturproblems in 

- unseren letzten Arbeiten sieben C-Atome, ein Cycloheptangefiige, 

" diskutiert. Experimentell sichergestellt ist der sechsgliedrige Bau 

n, i. , 

a 1) Ber. chem. Ges. 58, 1852 (1920). Es ware nicht ausgeschlossen, daB 

ie auch bei der thermischen Zersetzung der Cholsiure die der Apocholsaure zu- 
cehérige $-Cholatrienséure in geringer Menge entsteht; denn wir haben 

r- manchmal bei der Hydrierung von nicht griindlich gereinigter Trienséure 

mM im Endprodukt. noch ungesiattigte Bestandteile festgestellt. 


2) Diese Z. 110, 123 (1920). 
3) Diese Z. 161, 80 (1926). 
4) Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 





to 


7 Heinrich Wieland und Elisabeth Dane, 


— 


dieses Ringes durch unsere bisherigen Ableitungen, am eindring- 
lichsten durch den von Borsche erbrachten Beweis der Natur der 
Cilianséure, die bei der Oxydation von Bilianséure mit alka- 
lischem Permanganat aus einer Benzilséure-Umlagerung anRing II] 
hervorgeht.?) 





CO CO,H 
i a ee 
CH, U~ |HOC---——_C~ 
iE i > SE 
, ; eo. cn 


Wir kommen durch die Untersuchung der durch Aufspaltung 
des Sechsrings III gewonnenen Tricarbonsiure zu dem fiir die Kon- 
stitutionserforschung der Gallensiuren und Sterine wichtigen und 
sicheren Ergebnis, daB die Blanecsche Regel fiir Dicarbon- 
siuren, die sich von kondensierten Ringsystemen ab- 
leiten, keine allgemeine Giiltigkeit hat. Sie ist wohl an- 
wendbar auf die Falle, in denen die beiden Carboxyle mit ein und 
demselben Ring in Verbindung stehen. Das Vertrauen auf die 
Richtigkeit dieser Auffassung ist begriindet in den Arbeiten von 
Windaus und von Hiickel?) iiber das Verhalten von Cyclohexan- 
propion- und -essig-carbonsiuren bei der thermischen Zersetzung, 
in denen keine Ausnahme von der Regel gefunden wurde. Auf 
dieser Grundlage halten wir auch die Folgerungen, die aus dem 
Studium der thermischen Zersetzung von Atiobiliansiiure (IV) ge- 
zogen worden sind, fiir feststehend. Diese Saure entspricht durch- 
aus dem Modell der einfachen Cyclohexan-essigcarbonséure. Ring IV 
ist demnach sicher ein Fiinfring. 


H,C CH,CH, H,C CH, CO,H 
ii 
CH, CO CH, cH, oC CO,H 
| | Iv | | | | 
HC CH-—CH-C,H,:C0,H CH  CH—CH— 
ge ae: , tin 
HO,@ ¢6——CH, CH, C——cH, 
a | @ | | 
HO,c CH CH, CH, CH CH, 
a Oe a 
(H, CH, CH, CH, 
Ill IV 


1) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
*) Nachr. Ges. Wiss. Gottingen (1920). 
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Im Falle der Lithobiliansdiure (III) entscheidet der Uber- 
gang der Siure in ein Cyclo-keton und der in allen Phasen durch- 
gefiihrte Abbau von Ring I ebenso bestimmt fiir eine wber finf 
hinausgehende Gliederzahl. 

Dagegen scheint nach den Erfahrungen an der Thilo-biliansiure 
die SchlieBung des Fiinfrings bei 1,6-Dicarbonsauren nicht zustande 
zu kommen, wenn die zwischen den beiden Carboxylen liegenden 
vier C-Atome zwei mit einander verbundenen Ringen angehdoren, 
wie dies in Formel II zum Ausdruck kommt. Ein allerdings der 
aromatischen Reihe zu entnehmendes Beispiel, die thermische 
Uberfiithrung von Diphensiure in ihr Anhydrid —nicht in Fluorenon 
— hat man bisher zu wenig beachtet. Diphensiure-anhydrid 
destilliert bei 2709 und etwa 40 mm als farbloses Ol, das sofort 
krystallisiert. Keime Spur von gelbem Fluorenon ist wahr- 
zunehmen. LErst oberhalb 320° entsteht das Keton. 

Nachdem nunmehr fiir das Gebiet der gesattigten Ringe der 
scharfe Nachweis fiir das Versagen der Blaneschen Gesetzmibig- 
keit erbracht ist, fallt auch das einzige Argument fiir die Auf- 
fassung von Ring II als Fiinfring. Der eine von uns hat diesen 
Fiinfring von jeher als ,,Schénheitsfehler* 1) im Strukturbild empfun- 
den und in mehreren der friiheren Abhandlungen ist fiir Ring IT die 
Struktur eines 6gliedrigen Ringes (V) offen gehalten worden. 





ius CH, CH 
| HO,C-G \ UH | att. 
Vn OW La 
Je CH 
| HO,C—H,C—HCC 
i al CO,H 


Das Schema V wurde dann aufgegeben, nachdem es mit einer 
von Windaus?) am Cholesterin durchgefiihrten Abbaureaktion 
nicht in Einklang zu stehen schien. Der Abbau der Diketo-di- 
carbonsiure C,,H,,0, zur Tetracarbonsiiure C,,H,,O, (VI), der 
spiter erfolgte, hatte sich aus V_ ebenfalls nicht ableiten 
lassen. 3) 

Der Stand der Konstitutionsfrage ist jetzt der, daB auf der 
Grundlage der bisher erarbeiteten Erfahrungen der Weg zur 
Diskussion einer modifizierten Formulierung des Gallensiuregeriistes 
offen ist. Wir sind von der strengen Bindung an das fiinfgliedrige 

1) Diese Z. 114, 176 (1921). 

2) Diese Z. 130, 111 (1923). 

3) Diese Z. 191, 68 (1928). 
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Ringsystem II freigeworden. An sich enthalt zwar das Versagen 
der Blancschen Regel bei der Thilobilianséiure keinen Gegenbeweis 
gegen das Vorhandensein dieses Fiinfringes. Es ist eine zweite 
Folgerung, die wir aus dem Verhalten der neuen Tricarbonsiaure bei 
der thermischen Zersetzung ziehen miissen: Unsere Vermutung, da8 
in Ring III ein Siebenring vorliege, ist durch den Nachweis der 
Anhydridbildung unwahrscheinlich geworden. Es besteht wohl 
kaum ein Anla8 fiir die anzunehmende 1,7-Dicarbonsiure (VII), 
in ein Anhydrid und nicht in ein Cycloketon iiberzugehen. 


HO,C CH; CH, at 
noc UOT H.C CH, CH 
2 ; 2 | 
ee ee Ho 
HC 2 H, 
CH HC-CH rl CH, CH CH CH, 
a ae ee Pt i 
| I 08, CH, CH CH CH, 
| | I | | A | BY 
CH, CH CH, CH, CH CH, 
a ee a lili tll 
CH, CH, CH, CH, 
VII VIII 
7 
H,C CH,CH 
H.C'? 130 16CH, 
| C | D 
IX H,C CH, CH HC14—15CH, 
te ll 
CH,2 (10 8CH 
| aA] BY 
(3)CH,? 5%CH 7CH, (12) 
4 6 
CH, CH, 


Vor wenigen Wochen haben O. Rosenheim und H. King’), 
ausgehend von der durch Diels festgestellten Bildung von Chrysen 
bei der thermischen Dehydrierung von Cholséure?) mit Selen und 
der von Cholesterin mit Palladiumkohle, das Geriist eines per- 
hydrierten Chrysens geméB VIII als Grundlage der Struktur fiir die 
beiden Stoffe in Vorschlag gebracht. Der Unterschied gegeniiber 
der bisher diskutierten Formel besteht darin, daB Ring IT als 
Sechsring auf die andere Seite verschoben und auch Ring IV zum 


1) J. Soc. of Chem. Ind. 51, 464 (27. V. 1932). 
) Liebigs Ann. 478, 129 (1930). 
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Sechsring erweitert ist. Wir erblicken in dem Rosenheimschen 
Vorschlag eine sehr wertvolle Anregung. Sie erlaubt, die meisten 
der bisher studierten Umwandlungen zu erkliren, allerdings nur, 
wenn man Ring B dem Ring III, Ring C dem Ring II in der bisher 
angewandten Forme! gleich setzt. Die typischen C-Atome 3,7 und 12 
wurden den in Formel IX durch die fettgedruckten Zahlen ge- 
kennzeichneten Stellen entsprechen. Der bisher im Cholesterin als 
mit dem Ring II der Gallensaéuren fiir identisch gehaltene Ring 
erwiese sich dann als Ring JII der alten Formulierung, d. h. als 
Ring B. Wir stimmen mit Rosenheim nicht tiberein in der Er- 
weiterung von Ring IV (D) zum Sechsring, ferner sind wir aus 
Griinden, die spiater erdértert werden sollen, der Meinung, da8 an 
einem der den Ringen A und B gemeinsamen Kohlenstoffatome die 
noch fehlende CH,-Gruppe haftet. Mit der experimentellen Durch- 
fiihrung des Konstitutionsbeweises fiir die von uns als sehr wahr- 
scheinlich betrachtete Formel IX sind wir beschaftigt. 


Beschreibung der Versuche. 


7-Keto-12-oxycholansaure. 40 9 7,12-Diketo-cholansaure werden, 
in 200 ccm reinen Eisessigs gelést, mit 2g PtO, unter Wasser- 
stoff geschiittelt. Nach 11/,—3 Stunden, abhaingig von der Wirk- 
samkeit des Katalysators, vermindert sich die H,-Aufnahme. 
Nach Verbrauch von 8 Litern Wasserstoff saugt man vom Platin 
ab, spilt mit 40 cem Eisessig nach und fiigt zu der heiBen Lésung 
100 cem Wasser. Nach dem Erkalten haben sich 25 g der partiell 
hydrierten Séure in glinzenden Oktaedern oder auch in dicken 
SpieBen abgeschieden. Schmelzp. 125° (vorher Sintern). Weitere 
3—5 g Substanz werden aus dem Filtrat durch nochmalige Zugabe 
von 50 ccm Wasser erhalten. Der Rest der Lésung enthalt neben 
Diketosaure die vollkommen hydrierte Séure und wird zweckmabig 
durch Oxydation in das Ausgangsmaterial zuriickverwandelt. 

Zur Reinigung wird die rohe Oxy-ketoséure aus HEssigester 
umkrystallisiert. Man erhalt nebeneinander Oktaeder und breite, 
zu Rosetten verwachsene Nadeln, die beide bei 176° schmelzen und 
im Gemisch keine Depression geben. Aus Essigsiure kommen 
wieder die nicht scharf bei 130° schmelzenden Krystalle, die Krystall- 
wasser enthalten. 

11,955 mg Subst. verloren bei 90° i: V. 0,645 mg H,O. 

Fir 1H,O Ber. 4,39 Gef. 5,40. 

4,253, 5,004 mg Subst. (aus Essigester; bei 90° i. V. getr.): 11,480, 

13,505 mg CO,, 3,76, 4,46 mg H,O. 
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C,,H,,0, (390) Ber. C 73,84 H 9,74 
Gef. ,, 73,61, 73,61 »» 9,90, 9,97. 

Mit Essigsiure-anhydrid-Schwefelsiure nach Liebermann ent- 
steht eine intensiv kirschrote Farbung. Die Hydrierung der Diketo- 
siure verliuft in Alkohol mit PtO, langsamer als in Eisessig, mit Pd- 
Mohr (nach Willstatter) kam keine Wasserstoffaufnahme zustande. 

12-Oxy-cholansdure. Man kocht 10 g der beschriebenen Oxy- 
ketosiure mit 60 ccm einer alkoholischen Lésung von freiem 
Semicarbazid, die man durch Verreiben von 5g salzsaurem Semi- 
carbazid mit 6,5 g kryst. Natriumacetat erhalten hat. Nach 
15 Minuten beginnt bereits die Abscheidung des pulverigen Semi- 
carbazons, das nach 5stiindigem Kochen der Lésung abgesaugt 
wird. Ausbeute fast der theoretischen entsprechend. Zur Kenn- 
zeichnung wurde eine Probe in n/10-NaOH geldst und diese Lésung 
in einen UberschuB verdiinnter Salzsiure eingerithrt (um zwischen 
Semicarbazon und Semicarbazidsalz zu unterscheiden). Die aus- 
gefallte Probe ist in Alkohol und Eisessig sehr schwer léslich. 

4,383 mg Subst.: 0,360 cem N, (19°, 714 mm). 

C,;H4,0,N, (447) Ber. N 9,38 Gef. N 8,93. 

Zur Spaltung werden 10 g des Semicarbazons mit einer Lésung 
von 10 g Natrium in 150 cem absolutem Alkohol 2 Stunden lang 
im Autoklaven auf 170—175° erhitzt. Liéingeres Erhitzen ver- 
schlechtert die Ausbeute. 

Ohne die nach dem Erkalten auskrystallisierten Na-Salze 
abzutrennen, verdiinnt man das Reaktionsgemisch mit Wasser 
und dampft den Alkohol auf dem Dampfbad weg. Das nunmehr 
aus der erkalteten Lésung ausgeschiedene Salz saugt man ab, lost 
wieder in heiBem Wasser und riihrt diese Lésung in kalte ver- 
diinnte Salzsiure ein. Die harzig ausfallende Saure, die nach 
einiger Zeit fest wird (6—7 g), krystallisiert man aus heiBem Eis- 
essig, dem man einige Tropfen Wasser zuspritzt, um. Die Saure 
krystallisiert langsam in iibereinandergeschobenen rechteckigen 
Tafeln aus (4—5 g). Auch die vollkommen reine Substanz zeigt 
Neigung, beim Erkalten ihrer heii gesittigten Lésung zuerst olig 
herauszukommen. Schmelzp. unscharf bei 96—102°; die Saure 
enthilt Krystallwasser. In Eisessig, Ather, Essigester und den 
Alkoholen ist die Saéure spielend ldslich. 

4,747 mg Subst. verloren i. V. bei 90° 0,236 mg H,O. 


Fir 1H,O Ber. 4,56 Gef. 4,97. 
4,511 mg Subst.: 12,61 mg CO,, 4,17 mg H,0O. 
C,,H,,0, (376) Ber. C 76,53 H 10,71 


Gef. ,, 76,24 » 10,34. 
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Mit Essigséureanhydrid—Schwefelsiure tritt anfangs kurze 
Gelbfarbung auf; dann wird die Lésung schén kirschrot. 


Bemerkung zur Ausfiihrung der Liebermannschen Farb- 
reaktion. Wir lésen die Substanz, etwa 0,5 mg, im Reagenzglas in 10 Tropfen 
Essigsdéureanhydrid und lassen von einem diinnen Glasstab einen Tropfen 
konzentrierter H,SO, in die Lésung, die durch Schiitteln bewegt wird, einfallen. 
Beim Vergleich verschiedener Substanzen muB man die Probe unter den gleichen 
Bedingungen anstellen. Fiigt man z. B. mehrere Tropfen Schwefelsiure zur 
Lésung der Substanz, so wird die Reaktion in Fallen positiv, in denen sie 
normalerweise negativ ist. So erhalt man mit Lithocholsaure, die die 
Liebermannsche Reaktion nicht gibt, eine schén carminrote Farbung, 
wenn man statt eines Tropfens Schwefelsiure deren drei kurz nacheinander 


zur Probe figt. 

12-Keto-cholansaure. 2 ¢ 12-Oxy-cholanséure, in 10 cem Kis- 
essig + 1cem Wasser gelést, werden bei 2—8° mit 7 ccm 3n- 
Chromsaure in verdiinntem Eisessig versetzt. Die Farbe schligt 
sehr rasch gegen Griin um. Nach 2stiindigem Ausreagieren bei 
Raumtemperatur wird die noch vorhandene Chromsiure mit 
schwefliger Sdure beseitigt und die Lésung in Eiswasser eingegossen. 
Das zuerst ausfallende Harz wird alsbald fest. Die Ketosiéure 
kommt aus wenig Kisessig in glanzenden Schuppen vom Schmelz- 
punkt 148—150°. Ausbeute 1,5 g. 

4,693 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 13,200 mg CO,, 4,28 mg H,O. 

C,,H,,03 (374) Ber. C 77,01 H 10,16 
Gef. ,, 76,71 » 10,20. 

Thilo-biliansdure. 2g 12-Oxy-cholansiure werden mit 6 cem 
Salpetersdure (D 1,4) ibergossen. Unter Kithlung mit Kis fiigt man 
langsam 6 ccm rauchende Salpetersiure (D 1,52) hinzu. Die Oxy- 
dation kommt allmahlich in Gang, und man steigert die Temperatur 
nach und nach auf 100°. Nach 1/,stiindigem Erhitzen erstarrt die 
Lésung zu einem Brei feiner Nadeln. Man halt noch eine weitere 
halbe Stunde bei 100° und saugt nach Hinzufiigen einiger Kubik- 
zentimeter Wasser zum heiBen Gemisch und nach dem Erkalten ab. 
Das getrocknete Rohprodukt wird mit Ather von einigen Schmieren 
befreit. So gelangt man zu einer Ausbeute von 1 g nahezu reiner 
Tricarbonséure. Zur Analyse wurde aus heifem Eisessig umkrystalli- 
siert. Verfilzte farblose Nadeln vom Schmelzp. 260—262° (Zers.). 

4,847, 4,336 mg Subst. (bei 130° i. V. getr.): 12,070, 10,860 mg CO,, 
3,93, 3,54 mg H,O. 

C.4H.,0, (422) Ber. C 68,20 H 9,07 
Gef. ,, 67,92, 68,31 >» 9,07, 9,14. 


Titration. 15,5 mg Subst.: 1,94 cem 0,0555 n-NaOH. 
Aquivalent (422/3). Ber. 141.  Gef. 143. 
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Die gleiche Saure wurde, mit schlechterer Ausbeute, durch Oxydation 
der 12-Keto-cholanséure mit Hypobromit gewonnen. 0,5 g Ketosaure wurden 
in 30 cem 0,5 n-KOBr-Lésung gelést und blieben bei Raumtemperatur 4 Tage 
lang damit in Reaktion, die sehr langsam voranschreitet. Die ausgefillte 
Rohsaure wurde wie beschrieben gereinigt. Jedoch waren mehrere Krystallisa- 
tionen erforderlich. Die zweite der oben angegebenen Analysen wurde mit 
einem (noch zu tief, bei 230° schmelzenden) Praparat aus dieser Bereitung 


ausgefiihrt. 
Methylester. Dargestellt mit Diazomethan. Krystallisiert aus Methanol 


in langen, zu Biischeln vereinigten Nadeln vom Schmelzp. 109°. 
4,291 mg Subst.: 10,945 mg CO,, 3,71 mg H,O. — 4,378 mg Subst.: 
6,120 mg AgJ. 
Cy,7H4,0, (464) Ber. C 69,83 H 9,48 30CH, 20,05 
Gef. ,, 69,56 » OST » 18,90. 


Thilo-bilianséure-anhydrid. 1 g ‘'ricarbonséure wird langsam 
auf 290° erhitzt. Wasserabspaltung unter Schéiumen. Dann 
destilliert man im Hochvakuum innerhalb 15 Minuten fast quanti- 
tativ iiber: Farbloses hartes Harz, das mit Ather sofort krystalli- 
siert. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Essigester erhilt 
man das reine Anhydrid in breiten glinzenden Nadeln vom Schmelz- 
punkt 201° (kurz zuvor erweichend). 

4,099 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,725 mg CO,, 3,36 mg H,O. 

C,,H,,0;, (404) Ber. C 71,28 H 8,92 
Gef. ,, 71,36 ~» eet. 

Titration (in Alkohol). 24,2 mg Subst. verbrauchten 1,10 ccm 
0,0555 n-NaOH. Nachdem mit einem Uberschu8 an Lauge gekocht war, 
waren weitere 1,89 ccm verbraucht. 

Aquivalent (einbas.). Ber. 404 Gef. 397 
(dreibas.) » 135 » mas. 
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Beim Erhitzen einer Probe des Anhydrids auf 320° unter 
Stickstoff wurde erhebliche CO,-Abspaltung festgestellt. Die 
Reaktion ist nicht genauer untersucht worden. 


Thermische Zersetzung der 12-Oxy-cholanséure. 1 g 12-Oxy- 
siure wird in einem kleinen K6lbchen langsam im Vakuum der 
Wasserstrahlpumpe erhitzt. Man halt etwa 15 Minuten auf 280°, 
bis das starke Schiéumen nachgelassen hat. Im Hochvakuum 
destilliert dann bei 290° sehr rasch die Cholenséure iiber, zu einem 
farblosen Harz erstarrend, das in Ather sehr leicht léslich ist und 
aus Ather—Petrolither (80—50°) sofort in wattigen Nadeln (0,6 bis 
0,7 g) krystallisiert. Aus Eisessig umkrystallisiert, Schmelzp. 140 
bis 142°, genau wie Apocholensaure, mit der auch keine Schmelz- 
punkts-Depression eintritt. Ebenso ist die Farbreaktion nach 
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Liebermann bei den beiden Saéuren durchaus gleich. In der 
spezifischen Drehung besteht ein geringer Unterschied. 


4,388, 2,969 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 12,855, 8,760 mg CO.,, 
4,17, 2,88 mg H,O. 
C,,Hsg0, (358) Ber. C 80,08 H 10,61 
Gef. ,, 79,88, 80,42 » 10,63, 10,85. 
Spezif. Drehung. 0,1237, 0,1254g in je 5ccm Chloroform gelést; 
1=I1dm. «= + 0,82°; + 0,81°. 
[a]p = + 33,29, + 32,2°. 
Fir Apocholensiure wurde gleichzeitig [«]p zu +- 38,0° bestimmt. 


Bei Gegenwart von PtO, in reinem Eisessig nimmt die Siure 
keinen Wasserstoff auf. 

Der Methylester, mit Diazomethan dargestellt, ist — genau 
wie Apocholenséure-methylester —in Ather sehr leicht, in Methanol 
sehr schwer léslich. Aus einem Gemisch der beiden Lésungsmittel 
krystallisiert er in breiten zugespitzten Nadeln vom Schmelz- 
punkt 72°. 

3,879 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 11,430 mg CO,, 3,81 mg H,O. 

C,5H4,0. (372) Ber. C 80,64 H 10,75 
Gef. ,, 80,36 », 11,00. 

Ein aus reinster Apocholenséure bereiteter Methylester bildete 
feine Nadeln und lieB den Schmelzpunkt nicht iiber 62° erhéhen. 
Das Gemisch beider Ester schmolz auch bei 62°. 


Monobrom-12-keto-cholansaure. 0,4 g 12- Keto-cholansiure 
wurden in 5cem n/1-Brom—Eisessiglésung gelést. Nach 12stiin- 
digem Stehen war kein merkbarer Verbrauch an Brom eingetreten. 
Erst nach Zugabe von wenig Bromwasserstoff (in Eisessig) kam die 
Reaktion in Gang und war nach wenigen Stunden beendet. Durch 
Wasser wird ein gelbes Harz gefallt, das trocken mit wenig abso- 
lutem Ather verrieben wird. Aus der Lésung krystallisieren 150 mg 
hellgelber Krystalle, die aus Eisessig zu schénen farblosen Prismen 
umgereinigt werden. Schmelzp. 178° (Zers., nach Sintern um 170°). 

4,637 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,770 mg CO,, 3,54 mg H,O. — 
4,726 mg Subst.: 1,960 mg AgBr. 

C,,H,0,Br (453) Ber. C 63,57 H 8,17 Br 17,68 
Gef. ,, 63,34 » 8,54 o» 17,00. 

Uber 7-Oxy-12-keto-cholansiure. 7,12-Dioxy-cholansdure. 
Die fiir die Darstellung erforderliche 7,12-Dioxy-cholansiure wurde 
durch katalytische Hydrierung von 7,12-Diketo-cholansiure 

19* 
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mit PtO, in Eisessig gewonnen.') Ausbeute aus 20g Diketo- 
siure 15 g. Schmelzp. 208° nach Reinigung aus Essigester. Die 
Saure gibt keine Schmelzpunkts-Depression mit der 7,12-Dioxy- 
siure von Wieland, Honold und Pascual?) vom Schmelzp. 226 
bis 227°. Auch die Methylester, dargestellt mit Diazomethan, 
schmelzen verschieden und ohne gegenseitige Erniedrigung : der aus 
der Siure von Borsche bei 54°, der andere bei 64°. Die Isomerie 
kénnte auf verschiedene réumliche Anordnung an einer sekundiren 
Alkoholgruppe zurickzufiihren sein. 

Durch eine OH-Bestimmung am Ester der durch Hydrierung bereiteten 
Saure wurde noch ganz sichergestellt, daB er von einer Dioxyséure abstammt. 

20,050, 19,750 mg Subst.: 2,33, 2,26 ccm CH, (21°, 747 mm). 

Fiir 20H Ber. 8,36 Gef. 8,07, 7,95. 


Zur partiellen Oxydation wurden 9 g der nach dem Hydrie- 
rungsverfahren bereiteten Dioxy-cholanséure in 150 ccm reinem 
Kisessig gelést, dazu fiigte man 15 cem Wasser und bei 3—5° 
tropfenweise 50 cem n/1-CrO, in wasserhaltigem Eisessig. Nach 
30 Minuten ist die Chromsaure verbraucht. Man fallt mit Wasser 
aus und extrahiert den getrockneten Niederschlag aus der Hise 
mit Ather. Die direkt erhaltene Krystallisation (5 g) wird 
aus heiBem Essigester auf den Schmelzpunkt der reinen Oxy- 
ketosiure gebracht. Glanzende Schuppen vom Schmelzp. 178°. 
Die Siure gibt keine Liebermann-Reaktion. Dadurch, daB man noch 
11/, g Substanz aus der atherischen Mutterlauge isolieren kann, 
laBt sich die Ausbeute auf etwa 70°/) d. Th. heben. 

Die Saure enthalt 1 Mol H,0. 

12,737 mg Subst. verloren bei 120° i. V. 0,528 mg. 

1H,O Ber. 4,14 Gef. 4,41 

4,554 mg Subst.: 12,310 mg CO,, 4,03 mg H,O. 
C,,H,,0, (390) Ber. C 73,84 H 9,74 
Gef. ,, 73,72 »» 9,90. 


Thermische Zersetzung. Der Versuch, durch Wasser- 
abspaltung zu einer 12-Keto-cholansiure zu gelangen, fiihrte nicht 
zum Ziel, weil die 7-Oxygruppe mit dem Carboxyl der Seitenkette 
in Lactonbindung trat, so wie dies friiher an der 7-Oxycholan- 
siiure®) beobachtet worden war. 


1) Vgl. dazu Borsche u. R. Frank, Ber. chem. Ges. 59, 1748 (1926); 
V. Deulofeu, Diese Z. 210, 30 (1932). 

2) Diese Z. 130, 326 (1923). 

8) Diese Z. 150, 267 (1925). 
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2 g¢ 7-Oxy-12-ketosiure werden langsam auf 320—325° erhitzt. 
Setzt man dann Hochvakuum an, so destilliert in 45 Minuten die 
Halfte der Substanz iber und kondensiert sich in der angeschmolze- 
nen Vorlage als gelbes Harz. Es lést sich leicht in Ather, bald aber 
kommen aus dieser Lésung feine Nadeln, die, aus Essigester um- 
krystallisiert, bei 217° (vorher Sintern) schmelzen. 

5,043 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 14,315 mg CO,, 4,43 mg H,0O. 

C,,H,,0, (372) Ber. ( 77,42 H 9,66 
Gef. ,, 77,42 » 9,83. 


Die Substanz verhalt sich gegen NaOH in Alkohol neutral; 
erst beim Kochen bildet sich ein Salz. 


Verbesserte Darstellung der 7-12-Diketocholansaure 
aus Dehydrocholsaure. 


(Bearbeitet von K. Kraft.) 


20 g Dehydrocholsaure, in 200 cem Alkohol gelést, werden mit 200 g Zink- 
stangen (in kleinen Stiicken) und zunichst 40 cem konzentrierter Salzsaiure 
22 Stunden gekocht, wobei jeweils nach 1 Stunde 20 ccm HCl zugesetzt 
werden. Da die Ausbeute auBerordentlich abhingig ist von der Reinheit des 
Zinks, verwende man nur ,,Zink, rein zur Analyse“, Der 7, 12-Diketocholan- 
sdureester krystallisiert beim Erkalten aus und wird abgesaugt. Schmelzp. 146°, 
nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol Schmelzpunkt 162°. Ausheute 
etwa 16g. 

10 g des Esters werden mit 40 ccm 1 n-methylalkoholischer Natronlauge 
1 Stunde unter RiickfluB gekocht, die alkalische Lésung stark verdiinnt und 
erwarmt in ebenfalls sehr verdiinnte, erwirmte H,SO, unter Umriihren ein- 
gegossen (zu heiBe Fallung gibt élige Abscheidung, zu kalte gallertartige). 
Die Saéure wird nach dem Absaugen einmal aus Alkohol umkrystallisiert und 
zeigt dann den richtigen Schmelzp. 177°. Aus 10 g Ester erhalt man 8 g reine 
Saure. 
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Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen 


Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs) Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem, Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 

Ber. Physiol. == Berichte tiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemie. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull, Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem, Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 

3 de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta. == Helvetica Chimica Acta. 

J. Amer. Chem. Soc. == Journal American Chemical Society. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chintitey, 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. = —— Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 








Deutechor Kulturatlas 


‘Der ,,Deutsche Kulturatlas gibt einen Uberblick iiber Entstehen 
und Entwicklung der déutschen Kultur, wie er in dieser Geschlos- 
senheit und GroBziigigkeit bisher noch nicht geboten worden ist. 
Statt trockener theoretischer Belehrung lebendige Anschauung! 


Etwa 500 Karten aus folgenden Gebieten: 


Vorgeschichte, Geschichte, Siedlung, Wirtschaft und Verkehr, Religions- 
geschichte, Recht, Sprache, Literaturgeschichte, Bildungsgeschichte, Philosophie, 
Kunstgeschichte, Musik. 


Die Ausgabe erfolgt auBerhalb der Reihenfolge in Lieferungen von je 8 Karten. 

Subskriptionspreis der Lieferung bei Bezug des ganzen Atlasses RM. 1.60, 

Die Karten kénnen auch einzeln, und zwar von 8 Exemplaren an, in einfacher 

Sammelmappe bezogen werden. Jede Karte RM. —.25. Sammeldecke in Lei- 
nen fir 100 Karten, Format 1737 cm, RM. 3.—. 


Der erste Band liegt abgeschlossen vor und kostet in Sammelmappe RM. 25.— 


Ein Urteil: 


Der ,,Deutsche Kulturatlas“ will auf 500 Karten, von denen nun schon eine ganze 
Anzahl vorliegt, die Entwicklung und Verbreitung des deutschen Lebens vom 
prdahistorischen Hausbau bis zum Funkverkehr, vom Arianismus bis zu den 
Jugendherbergen, kurz alle nur erdenkbaren Gebiete sinnfillig und greifbar vor 
Augen fiihren ... Wir sollen wns freuen, dafi der gesunde Drang nach Be- 
wahrung der Substanz und nach threr klaren Anordnung auch diesen Weg be- 
schreitet. Dieser Kulturatlas hat schon sicherlich seine Verdienste. Freilich ver- 
gleicht er sich nicht mit dem Sprachatlas und dem geplanten Volkskundeatlas, 
denn er beruht nicht auf Erhebung volistdindig neuen Materials. Er ist kein 
wissenschaftliches Quellenwerk, wie jene es sind oder werden sollen. Er zieht 
vielmehr bekannte Dinge kartographisch auf... Es gibt Dinge, deren Ver- 
breitung und Wanderung auch die exakteste Beschreibung nicht so klar und 
einleuchtend machen kann wie eine Karte — auch dem Gelehrten und Fachmann, 
und in diesem Sinne kommt der Kulturatlas doch nicht nur fiir die Schule wnd 
die Gebildeten, denen beiden er sicherlich die allergréfiten Dienste leistet, in 
Betracht, sondern auch fiir die Wissenschaft selbst. 

Univ.-Prof. Dr. H, Naumann, Frankfurt, 

in der Zeitschrift fiir deutsche Bildung 


Unter Bezugnahme auf diese Anzeige erfolgt kostenlose Zusendung 
eines ausfihrlichen Prospektes mit Verzeichnis der bisher 
erschienenen und geplanten Karten. 
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